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Eisenmangel ist ein weltweites Ernährungsproblem für Pflanzen und allen von Ihnen abhängigen 
Sekundärkonsumenten. Es reduziert den Ertrag, die Qualität und Produktivität von z.B. 
Kulturpflanzen, was wiederum zu Mangelerscheinungen beim Menschen führen kann. Da ca.     
50 % der weltweit aufgenommenen Energie aus Getreidesamen stammt, hat die 
Nahrungsmittelforschung ein großes ökonomisches und wirtschaftliches Interesse daran, die 
Eisenverfügbarkeit und -Aufnahme der Pflanzen zu erhöhen, bzw. den Transport und die 
Speicherung innerhalb der Pflanzen, speziell in den Samen, aufzuklären und eine dahin 
verbessernde Züchtung zu etablieren. 
In der vorliegenden Arbeit wurde eine kleine Familie von fünf (VTL1-5) neuen potentiellen 
Eisentransportern in Arabidopsis thaliana identifiziert und charakterisiert und somit ein weiterer 
Baustein zu der Aufklärung der Eisenhomöostase hinzugefügt. Bei den fünf Transportern handelt 
es sich um CCC1-like Proteine, von denen vier (VTL1-3 und 5) eine eisenabhängig regulierte 
Expression zeigen. Für VTL1 kann mittels Protein-tag Markierung sehr überzeugend eine 
Lokalisation in der Vakuolenmembran und ein damit verbundener Eisentransport in die Vakuole, 
analog zur Funktion von VIT1, gezeigt werden. Da vermutlich ein knockout von VTL1 zur 
Embryo Lethalität führt und auch die vit1-1 Mutante einen sehr verkümmerten Phänotyp unter 
Eisenmangel zeigt, scheinen beide Proteine getrennt voneinander an verschiedenen 
Schlüsselpositionen im Eisenhaushalt zu wirken. Auch für VTL2 und VTL5 kann eine 
Lokalisation an der Vakuolenmembran und der damit verbundene Eisenimport postuliert werden. 
Die heterologe Expression aller drei Gene in ∆ccc1 Zellen führt zur Erhöhung der vakuolären 
Eisenkonzentration. Für VTL3 und VTL4 wird dagegen eine Lokalisation an der Plasmamembran 
mit einer Exportfunktion vorgeschlagen, was vorrangig bei der Xylembeladung eine Rolle spielen 
könnte. Die Tatsache, dass das mCherry-VTL4 Signal in der Plasmamembran von 
Tabakblattzellen detektiert wurde und VTL3 und VTL4 heterolog exprimierende ∆ccc1 Hefe-
Zellen einen geringeren Eisengehalt aufweisen als Kontrollzellen, unterstützen diese Annahme. 
Alle fünf Proteine sind in der Lage sowohl den Mutanten-Phänotyp der ∆ccc1 Hefe-Mutante, wie 
auch der Arabidopsis vit1-1 und nramp3/nramp4 Doppelmutante zu komplementieren. Anhand 
dieser Tatsachen konnte die Eisentransportfähigkeit bewiesen werden. Von großem Interesse ist 
hierbei die Tatsache, dass die Überexpression von VTL1, 2 und 5 in der nramp3/nramp4 Mutante 
zu einer Erhöhung der Eisenkonzentration im Samen führt. Der mögliche Nutzen dieses 
zusätzlichen Eisendepots und die Übertragbarkeit auf andere Spezies muss hinlänglich geprüft 
werden, könnte bei Erfolg aber entscheidend zur Verbesserung der Kulturpflanzen-Züchtung 
beitragen.




Iron deficiency is a worldwide nutritional problem for plants and in general all heterotrophic 
organisms. Iron deficiency reduces crop productivity, quality and yield, which in consequence 
lead to iron deficiency symptoms in humans. Because approximately 50 % of the global 
human caloric intake is derived from a cereal grain diet, it is not surprising that the emphasis 
of nutrition research is on uptake, transport and storage of iron in plants, specifically in seeds. 
In this doctoral thesis a small family of five potential iron transporters (VTL1-5) in 
Arabidopsis thaliana has been identified and characterized. The results of this research have 
uncovered further components involved in iron homeostasis. These five transporters are 
CCC1-like proteins, four of which (VTL1-3, 5) show a pattern of iron-dependent expression. 
Through the use of a protein tag, VTL1 is shown to be localized on the vacuolar membrane 
and associated with import of iron into the vacuole. In this respect VTL1 displays an 
analogous function to VIT1. Since the knockout of VTL1 likely leads to embryo lethality and 
seedlings of the vit1-1 mutant display an ephemeral phenotype caused by iron deficiency, 
both proteins seem to uniquely influence the iron homeostasis. As for VTL1 both VTL2 and 
VTL5 are localized on the vacuolar membrane and catalyze iron import. The heterologous 
expression of all three genes in ∆ccc1 cells leads to an increased vacuolar iron concentration. 
In contrast, VTL3 and VTL4 may function as iron exporters and play possibly roles in xylem 
loading. This conclusion is supported by the facts that a mCherry-VTL4 signal is localized to 
the plasma membrane of tobacco leaf cells and that ∆ccc1 cells in which VTL3 and VTL4 are 
heterologous expressed, show a decreased iron content compared to control cells. All five 
proteins are able to complement the ∆ccc1 yeast mutant and the two Arabidopsis vit1-1 and 
nramp3/nramp4 mutant phenotypes, thereby demonstrating a function in iron transport. Of 
potential interesting in this connection is the fact that the overexpression from VTL1, 2 and 5 
in the nramp3/nramp4 background leads to an increased iron concentration in seeds. The 
benefit of this additional iron and the generalization of these results to other species need to 
be proven; however, these results could form the basis for a crucial improvement in iron 
nutrition through crop breeding in the future. 
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A, T, G, C Adenin, Thymin, Guanin, Cytosin 
ABA   Abscisinsäure 
AS  Aminosäure(n) 
cDNA  komplementäre DNA 
DNA  Desoxyribonukleinsäure 
E. coli  Escherichia coli 
EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure 
EGTA  Bis-Aminoethyl-Glykolether-N, N, N`, N`, -Tetraessigsäure 
fw  forward Primer (5`3`Leserichtung) 
GUS  β-Glucuronidase 
kb  Kilobasenpaar 
mRNA messenger RNA 
OD  optische Dichte 
PCR  Polymerasekettenreaktion 
PEG  Polyethylenglykol 
PS   Phytosiderophore 
rev  reverse Primer (3`5`Leserichtung) 
RNA  Ribonukleinsäure 
rpm   Umdrehung pro Minute 
RT  Raumtemperatur 
SDS  Natriumdodecylsulfat 
Tris  Tris-(hydroxymethyl)- aminomethan 
v/v  Volumen pro Gesamtvolumen 
Vol  Volumen /Volumina 
VTL  Vacuolar Iron Transporter-Like 
w/v  Gewicht pro Volumeneinheit 
WT  Wildtyp 
 





Obwohl Eisen (Fe) das vierthäufigste Metall in der Erdkruste ist (Lide, 2005), leiden viele 
Organismen unter Eisenmangel, da das Eisen nur in geringer Konzentration löslich 
(verfügbar) vorliegt und die Aufnahme aktiv erfolgen muss. Der Mangel beginnt bei den 
Primärproduzenten, was weltweit die Produktivität der Kulturpflanzen mindert (Vose, 1982) 
und setzt sich durch die gesamte Nahrungskette bis zum Menschen fort. Laut 
Weltgesundheitsorganisation (De Benoist, World Health Organization, and Centers for 
Disease Control and Prevention (U.S.) 2008) ist Eisenmangel die häufigste 
Mangelerkrankung, ca. 2-4 Millionen Menschen leiden darunter. 
1.1.1.   Die Funktion von Eisen in Pflanzen  
Eisen ist ein essentieller Nährstoff für Pflanzen, da es Bestandteil von wichtigen 
Verbindungen, z.B. den Cytochromen, ist. Cytochrome besitzen eine prosthetische Gruppe 
und sind Komponenten der Redoxsysteme in den Chloroplasten und Mitochondrien 
(Marschner, 1995). Außerdem wirkt Eisen in Verbindung mit Schwefel in sogenannten Eisen-
Schwefel-Clustern als Ein-Elektronenüberträger z.B. in Ferredoxinen. Ferredoxine wirken wie 
biologische Kondensatoren, da das Eisen zwischen den Oxidationsstufen +2 und +3 hin- und 
herwechseln kann. Sie sind Elektronendonatoren für verschiedene Enzyme u.a. der 
Glutamatsynthase und der Nitrat- und Schwefelreduktase. Außerdem ist Ferredoxin neben 
dem Cytochrom-b6f-Komplex, der auch Eisen-Schwefel-Cluster besitzt, ein Elektronen-
überträger im zyklischen und nicht-zyklischen Elektronentransport während der 
Photophosphorylierung (Campbell et al. 2009). Eisenmangel in Pflanzen führt zu einem 
chlorotischen Phänotyp in jungen, sich entwickelnden Blättern (Marschner, 1995; Gris, 1844), 
einem gehemmten Wachstum der Primärwurzel und gleichzeitig zu einer verstärkten 
Verzweigung der Lateralwurzeln und vermehrten Auftreten von Wurzelhaaren, was der 
Oberflächenvergrößerung dient (Eckhardt, 2000; Schmidt 1999; Moog et al. 1995). Der 
chlorotische Phänotyp beruht sowohl auf dem Abbau von photosynthetischen Komponenten 
wie dem Cytochrom b6f-Komplex und dem Photosystem I (Moseley et al. 2002; Hippler et al. 
2001; Wollman et al. 1999), als auch auf der Inaktivität des Enzyms CHL27 (At3g56940), das 
bei der Synthese des Chlorophylls eine Rolle spielt und Eisen benötigt (Bang et al. 2008; 
Tottey et al. 2003; Moseley et al. 2002 b). Auch kann eine verminderte Chlorophyllsynthese 
vorliegen, weil unter Eisenmangel in einem Zwischenschritt der Porphyrinringbildung nicht 
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ausreichend Fe(II)Acetat eingebaut werden kann (Fe(II)Acetat + 2-Desethyl-phylloporphyrin 
 2-Desethyl-phylloporphyrin-methylester Fe-Komplex) (Fischer & Baláž, 1942). 
Die schlechte Verfügbarkeit des Bodeneisens und die gleichzeitige Toxizität in 
sauerstoffhaltiger Umgebung bei Eisenüberschuss, stellt ein stets vorliegendes Problem dar. 
Eisen wird von den meisten Pflanzen als lösliches Fe2+ Ion aufgenommen. Im Boden liegt es 
jedoch in schwer löslicher Form als Eisen(III)-Oxid oder -Hydroxid vor. Die Konzentration 
von löslichem Eisen (Fe3+) liegt bei neutralem pH bei 10-17 M (Neilands et al. 1987) und 
somit deutlich unter dem Bedarf von höheren Pflanzen (10-6 – 10-5; M Guerinot & Yi, 1994). 
Um trotzdem eine Aufnahme zu ermöglichen, haben höhere Pflanzen zwei Strategien zur 
Eisenaufnahme entwickelt. 
1.1.2. Eisenaufnahme in Pflanzen 
Man unterteilt die höheren Pflanzen in sogenannte Strategie-I-Pflanzen, zu denen alle di- und 
monokotyledonen Pflanzen mit Ausnahme der Gräser zählen und Strategie-II-Pflanzen, 
welche die Gräser ausmachen (Römheld & Marschner, 1986). 
1.1.2.1 Strategie-I-Pflanzen 
Als Beispiel für die Aufnahme der Strategie-I-Pflanzen wird hier der Mechanismus von 
Arabidopsis thaliana näher erläutert (Abbildung 1 a), welche allgemein und in dieser Arbeit 
im Speziellen als Modellorganismus verwendet wird. 
Neben zahlreichen morphologischen Veränderungen wie z.B. Verkürzung und Verdickung 
der Wurzel, Ausbildung von mehr Lateralwurzeln mit spezifischen Transferzellen und 
Wurzelhaaren sowie einer Erhöhung der Citrat-Konzentration im Phloem (Schmidt, 1999), 
müssen Pflanzen, wie schon beschrieben, zuerst das Löslichkeitsproblem des Eisens (Fe3+) im 
Boden lösen. Dafür können sie aktiv den pH-Wert in der Rhizosphäre absenken und so die 
Löslichkeit erhöhen. Dafür transportiert die Plasmamembran-lokalisierte Arabidopsis H+-
ATPase (AHA2) (Santi & Schmidt, 2009; Fuglsang et al. 2007; Schmidt, 2006)  unter ATP-
Verbrauch Protonen in die Rhizosphäre und senkt effektiv den pH-Wert innerhalb von 
Stunden bis pH 3,0 (Bienfait, 1985). Zusätzlich können Pflanzen organische Säuren und 
phenolische Verbindungen (sogenannte iron-binding compounds - IBCs). Die IBCs werden in 
Arabidopsis über PDR9 in den Apoplasten transportiert wo sie Eisen (Fe3+) chelatieren 
können (Rodríguez-Celma et al. 2013 a; Marschner & Römheld, 1994). Die gelösten Fe3+ 
Ionen/Chelate diffundieren an die Plasmamembran und werden durch die NADPH abhängige 
Arabidopsis Fe3+-Chelat-Reduktase (FRO2) zu Fe2+ reduziert (Jain et al. 2014; Connolly et al. 
2003; Robinson et al. 1999). FRO2 ist ein integrales Membranprotein, das zu einer Familie 
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von Proteinen gehört, welche Elektronen von zytosolischem NADPH und FAD über zwei 
Häm-Gruppen auf extrazelluläre Elektronenakzeptoren (Fe3+ gebunden an Huminsäuren, 
organische Säuren oder phenolische Verbindungen) übertragen und Fe3+ zu Fe2+ reduzieren 
(Waters et al. 2002; Robinson et al. 1999). Das reduzierte Eisen wird über den Arabidopsis 
Eisentransporter IRT1 (iron-regulated transporter 1) über die Plasmamembran in die 
Epidermiszellen der Wurzel transportiert (Eide et al. 1996). IRT1 ist auch in der Lage Zn2+, 
Mn2+, Co2+, Ni2+ und Cd2+ Ionen in die Zellen zu transportieren (Korshunova et al. 1999; 
Rogers et al. 2000). Er gehört zur Familie der ZIP-Transporter (zinc-regulated transporter 
(ZRT) iron-regulated transporter like proteins, ZIP) (Mäser et al. 2001). Sowohl die 
Expression von IRT1, wie auch die von FRO2 werden in Arabidopsis unter Eisenmangel 
induziert (Vert et al. 2002; Waters et al. 2002; Robinson et al. 1999; Eide et al. 1999). Für 
IRT1 konnte außerdem ein Abbau bzw. eine Monoubiquitin abhängige Endozytose bei 
Anwesenheit von ausreichend Eisen gezeigt werden (Barberon et al. 2011; Connolly et al. 
2002). Die Regulation der Expression von IRT1 und FRO2 erfolgt über ein Heterodimer 
gebildet aus den Arabidopsis basic-Helix-Loop-Helix (bHLH) Transkriptionsfaktoren FIT 
(Fe-deficiency Induced Transcription Factor) (Colangelo & Guerinot, 2004) und  bHLH38, 
bHLH39, bHLH100 oder bHLH101. Die Faktoren werden unter Eisenmangel verstärkt 
exprimiert und wirken als Heterodimer direkt auf die Promotoren von IRT1 und FRO2 (Wang 
et al. 2013; Yuan et al. 2008).  
1.1.2.2 Strategie-II-Pflanzen 
Strategie-II-Pflanzen (Abbildung 1a) zu denen die Gräser und somit einige der wichtigsten 
Kulturpflanzen wie z.B. Mais, Weizen und Gerste gehören, haben einen pH-Wert 
unabhängigen Eisenaufnahme-Mechanismus entwickelt. Sie scheiden über den 
Plasmamembran lokalisierten Transporter TOM1 (transporter of mugineic acid 1) (Nozoye et 
al. 2011) sogenannte Phytosiderophore (PS), Vertreter der Muginsäure-Familie, aus (Römheld 
& Marschner, 1986; Takagi et al. 1984; Takagi, 1976). Die Biosynthese der PS geht von drei 
Molekülen S-Adenosyl-Methonin aus, welche in Nicotianamin (NA) integriert werden 
(Negishi et al. 2002). Die PS komplexieren extrazelluläres Fe3+ und die Fe3+-PS–Komplexe 
werden über den YS1-Transporter (yellow-stripe) in die Zelle transportiert (Curie et al. 2001). 
Die Eisenaufnahme in Reis (Oryza sativa) (Abbildung 1b) stellt eine Besonderheit dar und ist 
eine Kombination aus beiden Strategien. Reis scheidet auch PS aus, welche als PS-Eisen-
Komplexe wieder über den OsYSL15 (yellow stripe like 15) Transporter aufgenommen 
werden (Inoue et al. 2009). Jedoch ist die PS Konzentration geringer als bei anderen Gräsern 
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(Mori et al. 1991). Dies erklärt sich durch die zusätzliche Expression von zwei IRT1 
ähnlichen Proteinen (OsIRT1 und OsIRT2), welche in der Plasmamembran der 
Wurzelepidermiszellen lokalisiert sind. Durch diese beiden Transporter kann Reis Fe2+ direkt 
aufnehmen, wenn es in der Rhizosphäre vorhanden ist (Ishimaru et al. 2006; Bughio et al. 
2002). Die Regulation der Eisenaufnahme erfolgt über die Transkriptionsfaktoren IRO2, 
IRO3, IDEF1 und IDEF2 (Hindt & Guerinot, 2012). IRO2 und IRO3 sind Gegenspieler, ihre 
Expression steigt unter Eisenmangel sowohl im Spross, wie auch in der Wurzel an. IRO2 
aktiviert Gene, die für die PS Synthese und Transport notwendig sind. IRO3 wirkt Strang-
aufwärts von IRO2 und hemmt typische Eisenmangelantwort-Gene (Ogo et al. 2011; Zheng et 
al. 2010; Ogo et al. 2006). IDEF1 und 2 sind, wie IRO2, positive Regulatoren, die jedoch 
selber nicht eisenreguliert sind (Kobayashi et al. 2007; Kobayashi et al. 2003). Sie binden an 
spezifische Sequenzen (IDE1 und 2 – iron deficiency responsible element) im Promotor von 
typischen Eisenmangelantwort-Genen (z.B. IRO2, YSL15, YSL2, IRT1). Hierbei ist IDEF1 
der Hauptakteur, er bindet außerdem direkt Eisen und andere zweiwertige Metalle und 
übermittelt so den zellulären Eisenstatus. IDEF2 bindet ausschließlich an den Promotor von 
OsYSL2 (Ogo et al. 2008; Kobayashi et al. 2012).  
 
Abbildung 1: Übersicht der Fe-Aufnahmestrategien in Pflanzen; a) Konzept für die Strategie  I und II von Römheld & 
Marschner, 1986, verändert nach Hell & Stephan, 2003, Nozoye et al. 2011 und Rodríguez-Celma et al. 2013a. b) 
Kombinierte Strategie, vorkommend bei Reis.  
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1.1.3. Interzellulärer Eisentransport 
Nachdem Eisen in die Wurzelzellen aufgenommen wurde, müssen eine Speicherung und ein 
Transport in die Sink-Organe erfolgen. Dabei müssen Pflanzen und andere Organismen das 
Problem des gleichzeitigen Bedarfs und der Toxizität des Eisens lösen (Marschner, 1995). In 
sauerstoffhaltiger Umgebung ist eine zu hohe Konzentration an freiem Fe2+ toxisch für die 
Zellen, da es nach dem Gleichgewicht der Fenton-Reaktion die Bildung von 
Hydroxylradikalen bewirkt (Halliwell & Gutteridge, 1990). Zusätzlich katalysieren freie Fe3+ 
Ionen die Haber-Weiss-Reaktion bei der aus H2O2 und •O2− ebenfalls Hydroxylradikale 
entstehen (Kehrer, 2000). Hydroxylradikale reagieren mit Lipiden, Proteinen und DNA und 
zerstören diese (Marschner, 1995). Um das zu vermeiden, wird Eisen in den Zellen bevorzugt 
an Nicotianamin (NA) gebunden (von Wiren et al. 1999). NA ist eine nicht-proteinogene 
Aminosäure, die in allen Zellen, unabhängig von der vorhandenen Metall-Ionen-
Konzentration synthetisiert wird (Scholz et al. 1992). NA bindet sowohl Fe2+ wie auch Fe3+, 
dabei hat es für Fe3+ eine höhere Affinität, geht aber mit Fe2+ stabilere Komplexe ein (von 
Wiren  et al. 1999). Der Langstreckentransport von Eisen erfolgt vorwiegend im Xylem, dafür 
werden die Fe2+-NA Komplexe über die Plasmodesmata des Wurzelsymplasten zum Xylem 
transportiert (Stephan et al. 1996). Der genaue Transportmechanismus und wie das Eisen ins 
Xylem abgegeben wird, ist noch nicht geklärt. Für Arabidopsis wird AtIREG1/FPN1 (iron 
regulated gene 1), als mögliches Transportprotein diskutiert. Es ist in der Plasmamembran der 
Stelenzellen lokalisiert (Morrissey et al. 2009). Unterstützt wird diese Vermutung durch das 
Vorhandensein von Ferroportin1 (FRN1), einem Homolog von IREG1 in tierischen Zellen, 
wo es Eisen durch die basolaterale Membran der Enterozyten transportiert (Hamada et al. 
2008; McKie et al. 2000; Abboud & Haile, 2000). Im Xylem wird das Eisen oxidiert und an 
Citrat gebunden transportiert (Tiffin, 1966). Citrat selbst wird separat durch FRD3 (ferric 
reductase defective 3) ins Xylem transportiert ( Durrett et al. 2007; Green & Rogers, 2004; 
Rogers & Guerinot, 2002). Nach der Entladung ins Xylemparenchym erfolgen wieder eine 
Reduktion des Eisens und eine Bindung an NA für den Transport ins Blattgewebe bzw. ins 
Phloem (Stephan & Scholz, 1993). Der Transport von Eisen in viele Sink-Gewebe wie 
Blüten, Samen und Früchte muss über das Phloem erfolgen, da es in diesen Geweben keinen 
Transpirationssog gibt (Grusak, 1994). Die Be- und Entladung des Phloems mit den Fe2+-NA 
Komplexen wird über Vertreter der yellow-stripe-like (YSL) und Oligopeptid Transporter 
(OPT) Familie gewährleistet (Curie et al. 2009; Haydon & Cobbett, 2007). Arabidopsis hat 
acht verschiedene YSL Proteine, deren unterschiedliche Funktionen wahrscheinlich in deren 
Lokalisierung festgelegt sind (Koike et al. 2004; DiDonato et al. 2004). YSL1-3 werden im 
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Xylemparenchym von Blättern exprimiert, ihnen wird die Translokation von Fe2+-NA vom 
Xylem zum Phloem zugeordnet (Briat et al. 2007). YSL1 und 3 sind an der Plasmamembran 
lokalisiert, sie sind wichtig für den Transport von Metallen in sich entwickelnden Samen (Chu 
et al. 2010; Waters et al. 2006). AtOPT3 ist ein Phloem-spezifischer Transporter. Er wird im 
Phloem der kleinen Venen in den Blättern und in den Knoten des Stängels exprimiert, wo er 
in der Plasmamembran der Geleitzellen lokalisiert ist (Zhai et al. 2014; Mustroph et al. 2009). 
Dort transportiert er Fe2+/Fe2+-NA Komplexe in das Phloem, möglicherweise direkt vom 
Xylem zum Phloem. Außerdem ist OPT3 entscheidend für die Regulation des Eisenhaushaltes 
innerhalb der ganzen Pflanze. Er transportiert Eisen innerhalb des Phloems und sorgt so für 
die Umverteilung von Source- zu Sink-Geweben und somit auch für einen Rücktransport in 
die Wurzel, was wiederum als Signal für den aktuellen Eisenstatus aufgenommen wird (Zhai 
et al. 2014). AtYSL2 wurde nur in den lateralen Membranen von Parenchymzellen gefunden, 
so dass diesem Protein eine Rolle beim lateralen Transport von Metall-NA-Komplexen 
innerhalb der Blattvenen zugesprochen wird (Koike et al. 2004; DiDonato et al. 2004). 
Außerdem wurden AtYSL4 und AtYSL6 Proteine im Proteom von Arabidopsis Vakuolen 
gefunden (Jaquinod et al. 2007), so dass sie wohl eher eine Aufgabe im intrazellulären 
Transport übernehmen. Conte et al. konnten zeigen, dass sie unter Eisenmangel eher Mangan 
und Nickel in die Vakuole transportieren und so die gesteigerte Metall-Aufnahme durch IRT1 
kompensieren (Conte et al. 2013). 
1.1.4. Intrazellulärer Eisentransport und Speicherung 
In den verschiedenen Organen muss das Eisen innerhalb der Zellen in die entsprechenden 
Organellen transportiert werden, um dort seine jeweilige Funktion zu erfüllen. Dabei muss 
auch hier eine exakt regulierte Speicherung erfolgen, um toxische Schäden durch freies Eisen 
zu vermeiden. 
Wie man durch die Untersuchung von zahlreichen knockout und knockdown Mutanten 
feststellen konnte, ist Eisen für viele wichtige intrazelluläre Stoffwechselprozesse, wie z.B. 
die Photosynthese, Chlorophyllbiosynthese (Briat et al. 1995), Hämbiosynthese und die 
Bildung von Eisen-Schwefel-Clustern essentiell (Terry & Abadia, 1986). Ca. 80 % oder mehr 
des Gesamteisens wird in den meisten Pflanzen an Ferritin gebunden (Briat, 1999) und in den 
Chloroplasten der Blattzellen, gespeichert (Terry & Abadia, 1986). Ferritine sind multimere 
Proteinkomplexe aus 24 Untereinheiten, die bis zu 4500 Eisenatome speichern können und 
hauptsächlich in den Plastiden von Wurzel und Spross synthetisiert werden (Hell & Stephan, 
2003; Briat, 1999). Allgemein gilt für die Ferritine, dass sie die Eisenkonzentration im 
jeweiligen Organ/Organell puffern und so die Zellen vor oxidativem Stress schützen, jedoch 
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nicht für die Entwicklung oder Funktion der Chloroplasten wichtig sind (Ravet et al. 2009). 
Wie unter 1.1.1 beschrieben, benötigen die Chloroplasten ausreichend Eisen, um die 
Photosynthese aufrecht zu erhalten. Für den Transport des Eisens in die Chloroplasten wird 
Fe3+ wahrscheinlich durch die an der Chloroplastenmembran lokalisierte Reduktase FRO7 zu 
Fe2+ reduziert (Jeong et al. 2008), welches anschließend über PIC1 (permease in chloplasts 1) 
in die Chloroplasten transportiert wird (Duy et al. 2007; Teng et al. 2006). Neben den Blättern 
benötigen auch die Blüten Eisen, um z.B. eine bestimmte Blütenfärbung zu erreichen 
(Yoshida & Negishi 2013; Momonoi et al. 2009),  aber vor allem, um die Samen mit einem 
ausreichenden Depot an Eisen für die zukünftige Keimung zu versorgen. In den Samen 
allgemein und bei Arabidospis im Speziellen erfolgt die Speicherung von Eisen jedoch zum 
Großteil in der Vakuole (Lanquar et al. 2010; Kim et al. 2006 b). In Arabidopsis thaliana wird 
nur 5 % des Eisens an Ferritin gebunden gespeichert (Ravet et al. 2009). Für den Transport 
von Eisen durch die Vakuolenmembran wurden mehrere Transportproteine in Arabidopsis 
identifiziert, deren Funktion sich in ihrer Lokalisation unterscheiden. Das Ferroportin 
Homolog FPN2, auch bekannt als IREG2, wird hauptsächlich in den Epidermiszellschichten 
der Wurzel exprimiert und transportiert neben Cobalt auch Eisen aus dem Zytosol in die 
Vakuole (Morrissey et al. 2009; Schaaf et al. 2006). VIT1 (Kim et al. 2006 b), ein Homolog 
zu dem aus Hefe bekannten vakuolärem Eisen/Mangan- Importer CCC1p (Li et al. 2001), 
transportiert ebenfalls Eisen (Fe2+) in die Vakuole. Besonders aktiv ist dieser Transporter im 
Xylemparenchym von sich entwickelnden Embryonen. Die knockout Mutante vit1-1 zeigt 
zwar keinen veränderten Eisengehalt in den Samen im Vergleich zum Wildtyp, jedoch eine 
Verschiebung in der Lokalisation und ein stark gehemmtes Wachstum von Keimlingen auf 
kalkhaltigen Böden (Kim et al. 2006 b). Weitere Orthologe von VIT1 konnten auch in 
anderen Spezies identifiziert werden, wo sie aufgrund ihres Expressionsortes verschiedene 
Funktionen erfüllen, z.B. Blütenfärbung: TgVit1 (Momonoi et al. 2009) und CcVIT1 
(Yoshida & Negishi, 2013), die Verteilung von Eisen und Zink zwischen den Source- und 
Sink-Geweben regulieren (OsVIT1 und OsVIT2) (Zhang et al. 2012) oder innerhalb der 
Wurzelknöllchen von Leguminosen den Eisen-/Metall-Transport von Wirtszelle zu Bakteroid 
über die symbiosome Membran ermöglichen (SEN1) (Hakoyama et al. 2012). Der Export aus 
der Vakuole erfolgt durch die zwei redundant wirkenden Proteine Nramp3 und Nramp4. Die 
Doppelmutante nramp3/nramp4 zeigt ein vermindertes Wachstum der Keimlinge in den 
ersten fünf Tagen der Keimung unter Eisenmangelbedingungen, da sie kein Eisen aus der 
Vakuole mobilisieren kann (Lanquar et al. 2005). Das Eisen in der Vakuole liegt 
wahrscheinlich gebunden an Phytat oder NA vor (Morrissey & Guerinot, 2009; Jiang et al. 
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2001). Auch die Mitochondrien sind eisenverbrauchende Organellen, die demnach einen 
Transport und eine Speicherung gewährleisten müssen (Briat et al. 2007). Besonders die 
Mitochondrien in Energie-verbrauchenden Organen, wie den Blättern und Blüten, benötigen 
eine höhere Konzentration an Eisen, da es essentiell für den Ablauf der Atmungskette und die 
Bildung von Eisen-Schwefel Clustern ist (Rouault & Tong, 2005). Der Import von Eisen 
erfolgt wahrscheinlich als Fe2+, da sowohl die Reduktasen FRO3 (Guerinout, unpubliziert), 
wie auch FRO8 (Heazlewood, 2004) im Mitochondrienproteom gefunden wurden (siehe 
Modell (Jeong & Guerinot, 2009). Der eigentliche Transporter ist bis heute nicht bekannt. Der 
Export von Eisen, Eisen-Schwefel-Clustern und anderen Metallkomplexen erfolgt in 
Arabidopsis durch ATM3 (Kim et al. 2006 a). Neben ATM3 wurden zwei weitere Vertreter 
(ATM1 und ATM2) der ABC-Transporter Familie in der Arabidopsis sta1 Mutante (knockout 
von atm3) gefunden, weswegen ATM3 auch als STA1 bekannt ist (Chen et al. 2007; Rouault 
& Tong, 2005; Kushnir et al. 2001). Alle drei Proteine besitzen N-terminal eine mutmaßliche 
Zielsequenz für die Mitochondrien. Die Speicherung des Eisens erfolgt gebunden an Ferritin 
und Frataxin (Santambrogio et al. 2007; Levi & Arosio, 2004; Zancani et al. 2004). Frataxin 
kommt bevorzugt in den Mitochondrien von Blüten vor (Busi et al. 2004). Interessanterweise 
ist es nicht Eisen-reguliert, aber ein Fehlen führt zur Embryoletalität (Vazzola et al. 2007; 
Busi et al. 2006). Für Ferritin wurden in Arabidopsis vier Gene identifiziert (Murgia et al. 
2007). Alle FER Gene besitzen N-terminal ein Transitpeptid für die Plastiden. AtFER2, 
welches als einziges nicht über die Eisen-, sondern die Abscisinsäure (ABA)-Konzentration 
reguliert wird, kommt hauptsächlich in den Samen vor. AtFER1 wird spezifisch in den 
Wurzeln exprimiert, ist aber wie AtFER3 und 4 auch im Spross und den Blüten zu finden. Für 
AtFER1 und sein Ortholog in Mais ZmFER1 konnte gezeigt werden, dass sie im Promotor 
eine 15 bp große Sequenz besitzen (IDRS-iron dependent regulatory sequence), über die, 
entsprechend des Eisenstatus, die Expression reguliert wird. Unter Eisenmangel kommt es zu 
einer transkriptionellen Repression. Ähnliche Sequenzen wurden auch in den Promotoren von 
FER2-4 gefunden, jedoch ist  nicht klar, ob sie funktionell sind. Außerdem findet man in allen 
Promotorsequenzen eine G-Box, die eventuell eine ähnliche Funktion übernimmt  (Petit et al. 
2001 a; Petit et al. 2001 b).  




Abbildung 2: Darstellung der Eisentransporter und Eisenspeicherung innerhalb einer Pflanzenzelle. 
1.1.5. Regulation der Eisenhomöostase und Signalweiterleitung 
Wie beschrieben, können Pflanzen Eisen aus verschiedenen Reservoiren wie dem Apoplasten 
(Jin et al. 2007; Bienfait et al. 1985), Ferritin (Murgia et al. 2007; Hintze & Theil, 2006), 
Vakuolen (Lanquar et al. 2010; Kim et al. 2006 b) und älteren Organen (Uauy et al. 2006) 
mobilisieren, bzw. direkt aus dem Boden aufnehmen, um ihren jeweiligen Bedarf zu decken. 
Dafür sind jedoch die Weiterleitung von Signalen und das Vorhandensein von Sensoren 
notwendig. Noch sind viele Aspekte des Eisen-Regulationsmechanismus in Pflanzen 
unbekannt, aber es wurden verschiedene Phytohormone und Signalmoleküle identifiziert, die 
in die Eisen-Antwort integriert sind. So konnte z.B. für die Phytohormone Auxin (Romheld & 
Marschner, 1981; Chen et al. 2010), Abscisinsäure (ABA) (Lei et al. 2014) und Ethylen (Li & 
Li, 2004; Romera et al. 1999), sowie für NO (Graziano & Lamattina, 2007) gezeigt werden, 
dass ihre Konzentration unter Eisenmangel ansteigt, was eine Expressionserhöhung von 
Eisenmangelantwort-Genen bewirkt. Ethylen (Lingam et al. 2011; García et al. 2010) und NO 
(Yang et al. 2013; Meiser et al. 2011; Chen et al. 2010) regulieren z.B. FIT sowohl auf der 
transkriptionellen, wie auch auf der posttranslationellen Ebene und somit indirekt die 
Expression von IRT1 und FRO2. Unter Eisenmangel und unter Einwirkung von NO steigt die 
Expression von FIT in den Wurzelepidermiszellen an (Meiser et al. 2011; Colangelo & 
Guerinot, 2004; Jakoby et al. 2004). FIT liegt zu ca. 90 % in einer inaktiven Form vor, 
welches unter Eisenmangel in die aktive Form umgewandelt wird und dann durch 
Heterodiemerbildung mit bHLH38, bHLH39, bHLH100 oder bHLH101 die Expression von 
IRT1 und FRO2 aktiviert (siehe 1.1.2.1). Zusätzlich unterliegt das FIT Protein der Regulation 
   Einleitung 
10 
 
durch proteasomalen Abbau durch das 26S Proteasom. Dies bewirkt die Entfernung von FIT 
von seinen Zielpromotoren und somit eine verringerte Expression von IRT1 und FRO2, 
ermöglicht aber auch die Initiation neuer Transkriptionszyklen bei anhaltendem Eisenmangel 
(Sivitz et al. 2011). Auf der anderen Seite wird FIT durch NO und indirekt Ethylen 
stabilisiert. Innerhalb des Ethylen Signalweges kommt es zur Aktivierung der 
Transkriptionsfaktoren EIN3 und EIL1 (Chao et al. 1997), welche ebenso wie NO mit FIT 
interagieren und so den Abbau vermeiden (Lingam et al. 2011; Meiser et al. 2011). Auxin 
steht in Kommunikation mit Ethylen und NO. Auxin selber wird unter Eisenmangel im Spross 
synthetisiert und vermittelt u.a. als systemisches Auxin Signal eine Eisenmangelantwort in der 
Wurzel, indem es für eine gesteigerte Expression von Fe3+ Reduktasen und  eine erhöhte 
Protonenausschüttung sorgt (Wu et al. 2012; Bacaicoa et al. 2011). Gleichzeitig erhöht Auxin 
die Synthese von Ethylen und die Produktion von NO und wird selber von beiden beeinflusst 
(Romera et al. 2011). Abscisinsäure (ABA) ist ein Phytohormon, dessen Konzentration sehr 
schnell (nach sechs Stunden) in den Wurzeln von Arabidopsis  ansteigt, wenn diese unter 
Eisenmangel leiden. Lei et al. konnten zeigen, dass sich unter einer erhöhten ABA 
Konzentration die Abgabe von Phenolsäuren in den Apoplasten erhöht und sich die 
apoplastische Eisenkonzentration verringert. Nähere Untersuchungen zeigten, dass das Eisen 
hauptsächlich aus Pektin und einem Bestandteil der Hemizellulose (HC1) gelöst wird. 
Zusätzlich erhöht sich die Expression von Nramp3, wodurch vakuolär gespeichertes Eisen zur 
Verfügung gestellt wird. Exogen angewendete ABA erhöht die Eisenkonzentration im Spross 
und vermindert den Chlorose-Effekt. Auch steigt die Eisenkonzentration im Xylemsaft, 
aufgrund der erhöhten Expression von FRD3, YSL2 und NAS1. Zusammenfassend wird 
vermutet, dass eine erhöhte ABA Konzentration unter Eisenmangel entscheidend ist für 
Pflanzen, die einen Eisenspeicher besitzen jedoch nicht für völlig ausgehungerte Pflanzen, da 
ABA die Mobilisierung des Eisens und den Transport von Wurzel zu Spross unterstützt (Lei 
et al. 2014). Cytokinine scheinen dagegen eine negative Regulation von IRT1, FRO2 und FIT 
zu bewirken. Sie hemmen die Akkumulation der Transkripte, vermittelt durch die Rezeptoren 
AHK3 und CRE1, jedoch unabhängig vom Eisenstatus in der Zelle. Zusätzlich ist bekannt, 
dass sie allgemein das Wurzelwachstum hemmen. (Séguéla et al. 2008; Dello Ioio et al. 
2007). 
García et al. (2012) untersuchten die Kommunikation über den Eisenstatus von Spross zu 
Wurzel. Sie konnten zeigen, dass eine Eisenbehandlung der Blätter von Pflanzen die unter 
Eisenmangel leiden zu einer Hemmung der Expression von Eisen-Mangel-Antwort Genen 
führt (García et al. 2012). Außerdem konnte auch gezeigt werden, dass die Bewegung von 
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Eisen im Phloem von Spross zu Wurzel entscheidend ist für die Eisenmangelantwort (García 
et al. 2011; Lucena et al. 2006). Als Signalmolekül bzw. Eisentransporter im Phloem wurde in 
Arabidopsis OPT3 identifiziert (siehe 1.1.3) (Zhai et al. 2014; García et al. 2012; Stacey et al. 
2008). Neben OPT3 wurden sechs weitere Gene (IRP1-6; iron responsive proteine), deren 
Expression unter Eisenmangel sowohl in Wurzeln, wie auch im Spross stark hochreguliert ist, 
entdeckt (Rodríguez-Celma et al. 2013 b). Eine eindeutige Funktion konnte bis heute noch 
nicht identifiziert werden, jedoch wird für IRP1 (At1g47400) und IRP2 (At1g47395), jetzt 
IMA1 und IMA2, diskutiert, dass es sich um Regulatoren downstream von FIT1 handelt. Es 
konnte gezeigt werden, dass IMA1 die Expression von Eisen-Aufnahme Genen erhöht und 
dass die Überexpression von IMA1 die Eisenkonzentration in Samen und Blättern und die 
Mangankonzentration in Blättern signifikant erhöht, was zu nekrotischen Phänotypen führt 
wenn die Pflanzen auf Eisen suffizientem Medium angezogen werden. Dagegen treten die 
typischen Eisenmangel Anzeichen später und schwächer auf, was auf die verstärkte 
Speicherung von Eisen im Samen zurückzuführen ist (Wolfgang Schmidt, persönliche 
Mitteilung; Lan, unveröffentlichte Daten). 
Zusammenfassend scheint für das Feintuning der Eisenmangelantwort ein Zusammenwirken 
von aktivierenden (z.B. Auxin, Ethylen, NO) und hemmenden Signalen (z.B. Cytokinine und 
Eisen), sowie Sensoren und Transportern (OPT3) notwendig zu sein, die selber u.a. vom 
Eisenstatus im Phloem reguliert werden. 
1.2. VTL-Gene, weitere potentielle Eisentransporter 
Innerhalb einer Microarray-Analyse, beruhend auf dem Vergleich der mRNA-Abundanz aus 
Arabidospsis thaliana Wurzeln von Pflanzen die unter Normal- und Eisenmangelbedingungen 
angezogen wurden, konnten neben vielen anderen bekannten und unbekannten Genen, drei 
Gene (At3g25190, At1g21140 und At1g76800) identifiziert werden, deren Expression unter 
Eisenmangel abnimmt (Yang et al. 2010; Buckhout et al. 2009). Eines dieser Gene 
At3g25190 (jetzt VTL5) wurde als nodulin-like21 in der Arabidopsis Datenbank 
(www.arabidopsis.org) annotiert. Gene der Nodulin-Familie sind an der Bildung der 
Wurzelknöllchen (engl.: nodules) bei Leguminosen beteiligt (Govers et al. 1985) oder haben 
Sequenzähnlichkeiten zu diesen. Proteine mit einer signifikanten Sequenzhomologie zum 
Nodulin-like21-Protein sind weit verbreitet und sowohl in mono- und dikotelydonen Pflanzen, 
Chlamydomonas und Physcomitrella, wie auch in vielen Prokaryoten, jedoch nicht in Tieren 
zu finden (Gollhofer et al. 2011). Für die drei Gene konnte eine eisenabhängige Regulation 
durch ILR3 gezeigt werden. ILR3 kodiert für einen bHLH Leucin Zipper (bHLH105) 
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(Rampey et al. 2006). Entscheidend für die Wirkung von ILR3 sind auch der 
Transkriptionsfaktor Popeye (Pye) und die E3-Ubiquitin-Protein-Ligase, Brutus (BTS), 
welche unter Eisenmangel hochreguliert sind und wichtige Regulatoren in der 
Eisenhomöostase in Blättern und Wurzeln darstellen (Long et al. 2010; Buckhout et al. 2009). 
Popeye wirkt direkt als positiver Regulator auf einige Gene (z.B. FRO3, NAS4, IRT1, OPT3, 
FRD3), welche in die Regulation der Eisenhomöostase unter Eisenmangel integriert sind und 
bildet Heterodimere mit ILR3 oder einem von zwei weiteren Transkriptionsfaktoren 
bHLH115 (OYL) oder bHLH104, welche wiederum mit BTS interagieren. BTS wirkt als 
negativer Regulator auf die gleichen Gene wie PYE. Beide Proteine scheinen als Gegenspieler 
entscheidend zu sein für die Erhaltung der Eisenhomöostase unter Eisenmangelbedingungen. 
PYE, BTS, bHLH115, ILR3 und weitere Transkriptionsfaktoren werden spezifisch im 
Perizykel exprimiert, so dass vermutet wird, dass der Perizykel als regulatorisches Zentrum 
des vorhandenen Eisenlevels wirkt (Selote et al. 2015; Long et al. 2010; Dinneny et al. 2008). 
Die drei gefundenen Gene gehören zu einer kleinen Familie aus fünf Genen. Die putativen 
Aminosäuresequenzen der Mitglieder zeigen eine signifikante Homologie zu der Sequenz von 
AtVIT1 und CCC1p aus Saccharomyces (Gollhofer et al. 2011; Buckhout et al. 2009). 
Aufgrund von Ergebnissen aus dieser Arbeit, die sich mit der Identifizierung und 
Charakterisierung dieser fünf Gene beschäftigt, kam es zu einer Umbenennung in VTL-Gene 
(Vacuolar Iron Transporter-Like) (Gollhofer et al. 2014). 
1.3. Eisenassimilation in Saccharomyces cerevisiae  
Da zur Untersuchung der Funktion und Lokalisation der identifizierten Gene in dieser Arbeit 
Hefezellen allgemein als Modellsystem und verschiedene Hefe-Deletionsmutanten verwendet 
wurden, wird hier auf die Eisenassimilation in Hefen eingegangen. 
1.3.1. Eisenaufnahme in Hefezellen 
Für die Aufnahme von Eisen in Hefezellen konnten mehrere verschiedene 
Transportwege/systeme identifiziert werden (Radisky & Kaplan, 1999), deren Bedeutung je 
nach Lebensraum variiert. Unter anaeroben Bedingungen transportiert der niedrigaffine Fet4p 
Transporter Fe2+ durch die Plasmamembran in die Zelle (Dix et al. 1997; Dix et al. 1994). 
Dafür wird das extrazelluläre Fe3+ durch die membranlokalisierten Reduktasen Fre1p (Dancis 
et al. 1990) und Fre2p (Georgatsou & Alexandraki, 1994) reduziert. Im Gegensatz zu Fre2p 
wird Fre1p nicht nur durch die Transkriptionsfaktoren Aft1p und Aft2p, sondern auch über 
die Kupferkonzentration reguliert (Radisky & Kaplan, 1999). Neben Fet4p können auch 
Smf1p und Smf2p, Protonen abhängig, Fe2+ durch die Plasmamembran transportieren (Chen 
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et al. 1999; Li & Kaplan, 1998). Smf1p ist jedoch hauptsächlich für den Mangantransport 
verantwortlich (Eguez et al. 2004; Supek et al. 1996). Wesentlich effektiver, aber nur unter 
aeroben Bedingungen aktiv (Hassett et al. 1998) ist das Fet3p/Ftr1p Transportsystem. Das von 
Fre1p reduzierte Eisen wird durch Fet3p (Multikupferoxidase) wieder zu Fe3+ oxidiert 
(Askwith et al. 1994) und dann von dem hoch affinen Transporter Ftr1p in die Zelle 
transportiert (Kwok et al. 2006). Fet3p und Ftr1p bilden vermutlich einen Komplex in der 
Plasmamembran und sind einzeln nicht funktionell (Singh et al. 2006; Stearman et al. 1996). 
Interessanterweise wurde auch entdeckt, dass durch eine Mutation im CTR1p Gen, welches 
für einen Plasmamembran-lokalisierten Kupfer-Transporter kodiert (Dancis et al. 1994), die 
hochaffine Eisenaufnahme verhindert wird. Spätere Untersuchungen zeigten, dass Fet3p und 
Fre1p Kupfer als Kofaktor benötigen (Eide, 1998). Dieser hochaffine Mechanismus ist eine 
gute Methode viel Eisen löslich zu machen und trotzdem die toxische Wirkung des Fe2+ 
effektiv zu minimieren (Eide, 1998). 
Zusätzlich zu diesen Mechanismen sind Hefen in der Lage Eisen-Siderophore (Fe-PS) mit 
Hilfe der Transporter Arn1p, TAF1p und Sit1p aufzunehmen (Kosman, 2003; Heymann et al. 
1999; Lesuisse et al. 1987). Dabei können sie selbst keine Siderophore synthetisieren, sondern 
nur die von anderen Organismen (z.B. anderen Pilzen) nutzen (Lesuisse et al. 1998). Die 
Kombination all dieser Eisen-Aufnahme-Mechanismen ermöglicht es den Hefen, sehr viele 
Lebensräume unterschiedlichster Art zu besiedeln. 
 
Abbildung 3: Zusammenfassung der Eisen-Aufnahme-Mechanismen in Hefezellen. 
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1.3.2. Regulation der Eisenaufnahme in Hefezellen 
Aft1p und Aft2p sind paraloge Transkriptionsfaktoren in Saccharomyces cerevisiae, die 
selber eisenreguliert sind und unter Eisenmangel die Expression von mehr als 25 Genen (z.B. 
Fre1p, Fre2p, Fet3p, Ftr1p usw.) aktivieren, deren Produkte entscheidend für die Regulation 
der Eisenhomöostase sind (Blaiseau et al. 2001; Rutherford et al. 2001; Yamaguchi-Iwai et al. 
1996; Yamaguchi-Iwai et al. 1995). Aft1p und Aft2p haben sowohl überlappende, wie auch 
separate Zielgene, die aber alle eine konservierte Sequenz (Fe-RE, iron responsive element) 
im Promotor besitzen. Die Spezifität wird durch die angrenzenden Sequenzen gewährleistet  
(Courel et al. 2005; Rutherford et al. 2003; Yamaguchi-Iwai et al. 1996). Unabhängig von der 
Eisenkonzentration wird Aft1p und wahrscheinlich auch Aft2p von Pse1p in den Kern 
transportiert (Ueta et al. 2003), wo sie unter Eisenmangel an die entsprechenden 
Promotorsequenzen binden. Bei ausreichender Eisenversorgung der Zelle, kommt es zu einer 
Hemmung von Aft1p und Aft2p, die von Grx3, Grx4, Fra2 und Fra1 über Fe-S Cluster 
vermittelt wird (Ueta et al. 2012; Kumánovics et al. 2008; Ojeda et al. 2006; Pujol-Carrion et 
al. 2006; Rutherford et al. 2005). Die Fe-S Cluster werden in den Mitochondrien synthetisiert 
und als noch unbekanntes Substrat über Atm1p ins Zytosol transportiert (Kispal et al. 1997). 
Grx3 und Grx4 bilden durch Bindung von Fe-S Clustern Homodimere, die vermutlich mit 
Fra2 Heterodimere bilden und so das Signal auf Aft1p und Aft2p übertragen. Die Interaktion 
von Grx3/4 mit Aft1/2p vermittelt die Dissoziation vom Promotor (Poor et al. 2014; 
Mühlenhoff et al. 2010; Li et al. 2009; Kumánovics et al. 2008). Aft1/2p werden von Msn5p 
aus dem Kern exportiert und somit eine erneute DNA-Bindung vermieden (Ueta et al. 2007). 
Für Aft2p konnte außerdem in vivo gezeigt werden, dass er direkt Fe-S Cluster oder Fe2+ 
binden kann, wodurch es zu einer Dimerizierung kommt, die die DNA-Bindung verringert 
(Poor et al. 2014). Zusätzlich ist die Kupferhomöostase ein essentieller Regulator für die 
hochaffine Eisenaufnahme. So wird z.B. Fre1p neben der Regulation durch Aft1/2p, unter 
Kupfermangel auch durch den Transkriptionsfaktor Mac1p reguliert (Martins et al. 1998; 
Georgatsou et al. 1997). Außerdem besitzt die Multikupferoxidase Fet3p vier Kupferatome 
(Askwith et al. 1994). 
1.3.3. Intrazellulärer Eisentransport und Speicherung in Hefezellen 
Im Gegensatz zu Pflanzen synthetisieren Hefen kein Ferritin. Als wichtigstes 
Speicherorganell wurde hier die Vakuole identifiziert (Li et al. 2001). Dafür sprechen mehrere 
Argumente: 1. Zellen mit mutierten, funktionslosen Vakuolen zeigen eine erhöhte 
Metallsensibilität (Szczypka et al. 1997; Bode et al. 1995), 2. Der Vakuolenmembran-
lokalisierte Eisen/Mangan-Importer CCC1p konnte identifiziert werden (Li et al. 2001), 
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3. Eisen (Fe3+) gebunden an Phosphat wurde in den Vakuolen gefunden (Bode et al. 1995; 
Raguzzi et al. 1988) und die Vakuolenmembran-lokalisierten Eisen-Exporter Fth1p 
(Urbanowski & Piper, 1999) und Smf3p (Portnoy et al. 2002; Portnoy et al. 2000) wurden 
identifiziert.  
CCC1p transportiert Fe2+ aus dem Zytosol in die Vakuole, was durch eine erhöhte 
Eisenkonzentration in den Vakuolen nach Überexpression von CCC1p gezeigt werden konnte. 
Außerdem sind ∆ccc1p Mutanten sensitiv gegenüber einer erhöhten Eisenkonzentration im 
Medium und zeigen eine verminderte Wachstumsfähigkeit (Li et al. 2001). Das importierte 
Eisen wird durch Fet5p zu Fe3+ oxidiert (Kosman, 2010; Urbanowski & Piper, 1999) und als 
Eisen-Phosphat-Hydrat-Komplex gespeichert (Bode et al. 1995; Raguzzi et al. 1988). Durch 
das gespeicherte Eisen sind Hefen in der Lage über mehrere Generationen auf eisenfreiem 
Medium zu wachsen. Dafür mobilisieren sie Eisen durch den Smf3p Transporter, der Fe2+ aus 
der Vakuole transportiert (Portnoy et al. 2002). Unter Normalbedingungen transportiert 
bevorzugt Fth1p Fe3+ aus der Vakuole ins Zytosol (Kosman, 2010; Urbanowski & Piper, 
1999). Für die Mobilisierung des gebundenen Fe3+ benötigt man eine kurzweilige Reduktion 
zu Fe2+, was durch die Metall-Reduktase Fre6p katalysiert wird (Singh et al. 2007). 
Der Eisenimport in die Mitochondrien erfolgt durch die beiden homologen Transporter Mrs3p 
und Mrs4p (Mühlenhoff et al. 2003). Dort wird Eisen gebunden an Yfh1p gespeichert 
(Babcock et al. 1997), bzw. zu den eisenverbrauchenden Komplexen transportiert (Bulteau et 
al. 2004). Der Export von Fe-S-Clustern wird vermutlich von ATM1p katalysiert, welcher an 
der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert ist und ein Homolog zu ATM3 aus 
Arabidopsis darstellt (Kispal et al. 1997; Leighton & Schatz, 1995). 




Abbildung 4: Überblick über den intrazellulären Eisentransport und Speicherung in Hefezellen. 
1.4. Eisenassimilation in Chlamydomonas reinhardtii 
Da der Eisenaufnahmemechanismus der Grünalgen eine Kombination der Mechanismen von 
Strategie-I-Pflanzen und Hefen darstellt und außerdem VTL verwandte Gene in 
Chlamydomonas reinardtii vorkommen, wird hier kurz die Eisenassimilation von 
Chlamydomonas reinharditii erläutert. Chlamydomonas reinharditii ist eine im Süßwasser 
lebende einzellige Grünalge, die Chloroplasten besitzt und neben anderen energiebringenden 
Stoffwechselwegen, wie z.B. Gärung, vor allem Photosynthese betreibt. Ebenso wie höhere 
Pflanzen, muss sie das Problem der ausreichenden Eisenversorgung bewältigen, wobei in 
wässriger Umgebung noch die erhöhte Diffusion erschwerend hinzukommt. Eine 
membranständige Protonen ATPase  (PMA2) schleust vermutlich Protonen aus der Zelle 
(Urzica et al. 2012). Die Fe3+ Chelat-Reduktase Fre1 reduziert Fe3+ zu Fe2+ (Allen et al. 2007; 
Eckhardt & Buckhout, 1998; Lynnes et al. 1998) welches durch die algenspezifischen 
Transportproteine FEA1 und FEA2 zum einen für den direkten Transport zu den 
Eisentransportern IRT1 und IRT2 (Urzica et al. 2012; Allen et al. 2007) und zum anderen zu 
dem Transportkomplex, bestehend aus FOX1 und FTR1, transportiert wird (Glaesener et al. 
2013; Urzica et al. 2012; Narayanan et al. 2011). FOX1 ist eine kupferhaltige Ferroxidase, die 
Fe2+ wieder zu Fe3+ oxidiert (Herbik, 2002), welches dann von der Permease FTR1 ins 
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Zytosol transportiert wird (Terzulli & Kosman, 2010). Die Expression von FOX1 reagiert 
sehr schnell auf eine sich ändernde Eisenkonzentration im umgebenden Medium, darum gilt 
FOX1 als guter Marker für den aktuellen zellulären Eisenstatus (Glaesener et al. 2013). Wie 
in Hefen und Arabidopsis ist nicht Ferritin, sondern die Vakuole der Hauptspeicherort für 
Eisen (Fe2+) (Busch et al. 2008; Long et al. 2008; Semin et al. 2003). Der Transport in die 
Vakuole erfolgt wahrscheinlich in Form von Fe2+ über zwei CCC1-like Proteine 
(Cre02.g099500 und Cre02.g107550) und FPN1. Wobei FPN1 allgemein zweiwertige Metalle 
transportiert und eher in den Chloroplasten aktiv ist. Für den Export wurde Nramp4 
identifiziert  (Urzica et al. 2012).  
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1.5 Zielsetzung  
Getreidesamen liefern mehr als 50 % der weltweit aufgenommenen Energie (Bewley, 1997) 
und machen einen Großteil der Ernährung vor allem in Entwicklungsländern aus. Auf der 
Grundlage dessen, ist ein großes Interesse der Nahrungsmittelforschung darauf fokussiert, wie 
Pflanzen Nährstoffe in die Samen transportieren bzw. wie man diesen Transport erhöhen 
könnte (Morrissey & Guerinot, 2009). 
Betrachtet man den Nährstoff Eisen im speziellen Fall, tritt das Problem auf, dass trotz 
ausreichendem Eisen im Boden, nur wenig davon genutzt und aufgenommen werden kann 
und somit pflanzenbasierte Ernährung nur wenig verfügbares Eisen liefert. Das führt dazu, 
dass ein Großteil der Weltbevölkerung, vor allem in Entwicklungsländern unter Eisenmangel 
leidet, was Anämie und andere Krankheiten zur Folge hat (De Benoist, World Health 
Organization, and Centers for Disease Control and Prevention (U.S.) 2008). Mittlerweile ist 
einiges über die Aufnahme von Eisen aus dem Boden in die Pflanze bekannt, so dass durch 
gezielte Düngung der Böden die Eisenverfügbarkeit erhöht werden kann. Auch wurden die 
Eisenmangelantwort von Pflanzen und die Regulation der Homöostase unter Eisenmangel 
vielfach untersucht und zusammengefasst (Walker & Connolly, 2008; Briat et al. 2007). Doch 
trotz großer Bemühungen, den molekularen Mechanismus aufzuklären, können einfache und 
essentielle Fragen z.B.: Wie wird Eisenmangel detektiert? oder: Wie erfolgt die 
Signalweiterleitung innerhalb der Pflanze?, nicht ausreichend beantwortet werden. Ebenso 
führt die Überexpression von Genen, die bekanntlich in die Eisenhomöostase integriert sind, 
oft zur Ansammlung von Eisen in Blättern, jedoch nicht in den Samen (Van Wuytswinkel et 
al. 1999). Um der Aufklärung des Eisen-Signal-Mechanismus innerhalb der Pflanze und 
eventuell der Möglichkeit einer Erhöhung der Eisenkonzentration in Samen einen Schritt 
näher zu kommen, beschäftigt sich die vorliegende Arbeit mit folgenden Aspekten: 
• Identifizierung einer neuen Familie von Genen (VTL) in Arabidopsis thaliana 
 
• Analyse der Expression der VTL Gene in Bezug auf Eisenmangel 
 
• Untersuchung der Lokalisation der VTL Proteine innerhalb der Zelle und Pflanze 
 
• Charakterisierung der Funktionen der VTL Proteine als potentielle Eisentransporter in 
Pflanzen und Hefen 
 
• Untersuchung einer möglichen Erhöhung der Eisenkonzentration der Samen durch 
Überexpression der VTL Gene 
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2. Material und Methoden 
2.1. Material 
2.1.1. Geräte 
Tabelle 1: Bezeichnungen und Hersteller der verwendeten Geräte. 
Gerät Bezeichnung Hersteller 
Dot-Blotter Apparatur SRC 96 D Schleicher& Schüll, Dassel 
Feinwaage CPA 225D Sartorius AG, Göttingen 
Geldokumentationsanlage Intas UV-System Intas Science Imaging Instruments GmbH, Florenz 
Gelkammern Agagel Mini Biometra® Biomedizinische Analytik GmbH; Göttingen 
Konfokalmikroskop DMIRE 2 Leica Microsystems Wetzlar GmbH, Wetzlar 
PCR-Cycler Thermal Cycler C1000 Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
pH-Meter Lab 850 Schott Instruments Analytics GmbH, Mainz 
Photometer Novaspec® II Pharmacia - Freiburg 
Retsch®-Mühle MM400 Retsch GmbH, Haan 
Schüttler KS250 Basic IKA Labortechnik 
Sterilbank Microflow W.H. Mahl GmbH, Magdeburg Safemate 1.2 Bioair, EuroClone S.p.A., Pero 
Thermomixer 
MKR 10/13 HLC Biotech, Bovenden 
Thermomixer compact Eppendorf AG, Hamburg 
Thermomixer 5436 Eppendorf AG, Hamburg 
Waage 510 Kern & Sohn GmbH, Balingen-Frommern 
Wärmeschrank - Nonan 
Zentrifugen 
1-15PK Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
TH 12 MLW, Hemmingen 










Tabelle 2: Verwendete Vektoren. 
Bezeichnung Beschreibung Herkunft 
GL1 Ampr, Ausgangsvektor: pGPTV  (Becker et al. 1992) 
pUE1 Ampr, URA3, 2 μm, PGK-P, PGK-T (Eckhardt, 2000) 
pSAT6-mCherry-C1-B  Ampr (Gelvin, 2007) 
pSAT4-mCherry-N1 Ampr (Gelvin, 2007) 
pGEM-T Ampr Promega 
pPZP-RCS2-orc-bar-Sma Spectinomycin / Basta (Gelvin, 2008) 
pCAMBIA 1391-z Kanamycin/Hygromycin http://www.cambia.org/daisy/cambia/585.html 
pH7YWG2.0-
PTR1(PTR1-YFP) Spectinomycin Karimi et al. 2002 
(unveröffentlicht) pH7YWG2.0-PTR2 
(PTR2-YFP) Spectinomycin  
 
2.1.3. Primer 
Tabelle 3: Verwendete Primer, deren Sequenzen (5'→3'), Länge und Verwendung. 




#Actin2-fw TGGAATCCACGAGACAACCTA 21 Haushaltsgen für 
semiquantitative PCR #Actin2-rev TTCTGTGAACGATTCCTGGAC 21 
#Oligo-dT TTTTTTTTTTTTTTTTTT 18 cDNA Synthese 
mCherry-fw GGTGAGCAAGGGCGAGGAGG 20 mCherry-
Fusionskonstrukte mCherry-rev CCTTGTAGGTGGTCTTGACC 20 








zur Lokalisation in 
Pflanzenzellen 
#VTL1-PstI-rev GTTGCCTGCAGCGTGAAGC 19 
#VTL2-EcoRI-fw GAATTCATGGATCAATCAGG 20 
#VTL2-PstI-rev CTGCAGTCACAATCCATATAAC 22 
#VTL3-EcoRI-fw GAATTCCCAAACTAT TTAAGT 21 
#VTL3-SmaI-rev CCCGGGTCAACAATACATATG 21 
#VTL4-EcoRI-fw GAATTCGTCCTAACCATGG 19 
#VTL4-PstI-rev CTGCAGTCAAAGACCATGTG 20 
#VTL5-EcoRI-fw GTACGAATTCCAAACCATGAC 21 
#VTL5-SmaI-rev CCCGGGGATTTGCATGGC 18 
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#VTL1-SmaI-fw CCCGGGATGGAATCACACAAC 21 
Überexpression in 
Pflanzenzellen; 





zur Lokalisation in 
Pflanzenzellen 
#VTL1-SmaI-rev CCCGGGTCACAGACTATGTG 20 
#VTL2-SmaI-fw CCCGGGACAATG GATCCATC 20 
#VTL2-SmaI-rev CCCGGGTCACAATCCATATAAC 22 
#VTL3-SmaI-fw CCCGGGATGGAATCTCACAAC 21 
#VTL3-SmaI-rev CCCGGGTCAACAATACATATG 21 
#VTL4-SmaI-fw CCCGGGATGGAATCAAACAAC 21 
#VTL4-SmaI-rev CCCGGGTCAAAGACCATGTG  20 
#VTL5-SmaI-fw CCCGGGATGACTTCCAACGTT 21 
#VTL5-SmaI-rev CCCGGGGATTTGCATGGC 18 





#VTL1prom-rev GTGATTCCATGGTAAAGTC 19 
#VTL5prom-fw GGACACCTGCAGGGGTTAAC 20 
#VTL5prom-rev CGTTGGAAGCCATGGTTTGG 20 
#VTL1-qRT-fw GGCTGCGTTTGTGAAAGACT 20 
Real-time-
quantitative PCR 
#VTL1-qRT-rev AAAACCCTAGCCGACGACTT 20 
#VTL2-qRT-fw CTTTTGGCTGCTGCTTTTGT 20 
#VTL2-qRT-rev CTGCTCCTAACCATCCGAAA 20 
#VTL5-qRT-fw TGTGGTTAAGTCGAGCGTCA3 20 
#VTL5-qRT-rev GCAGAGCCAATGAACTTGGT 20 
#Actin2-qRT-fw TAAGGTCGTTGCACCACCTG 20 
#Actin2-qRT-rev TGAACGATTCCTGGACCTGC 20 
 
2.1.4. Lebendmaterial mit entsprechenden Nährmedien 
Tabelle 4: Verwendetes Lebendmaterial mit Selektionsfaktor und entsprechendem Nährmedium. 
Stamm Selektion/Herkunft Nährmedium 
Escherichia coli – DH5α -/ dieses Labor LB 
Agrobacterium tumefaciens - 
EAH105 
Rifampicin (100 µg/ml)/ dieses Labor YEB 
Agrobacterium tumefaciens – 
GV2260 
Rifampicin (100 µg/ml)/ Ampicillin 
(100 µg/ml)/ dieses Labor  YEB 
Saccharomyces cerevisiae- 
WT DY150 
Ura3-52, leu2-3, 112 trp1-1/ Jerry 
Kaplan YPD 
Saccharomyces cerevisiae- 
∆ccc1 ura3, leu2, his3, trp1/ Jerry Kaplan YPD/SD-ura 




∆pmr1 ura3, leu2, his3, trp1/ Jerry Kaplan YPD/SD-ura 
Saccharomyces cerevisiae- 
∆smf1 
his3, ade2, leu2, trp1, ura3/ (Thomine et 
al. 2000) YPD/SD-ura 
Saccharomyces cerevisiae- 
∆zrc1 ura3, leu2, his3, trp1/ Jerry Kaplan YPD/SD-ura 
A. thaliana Wildtyp Columbia 






 A. thaliana vit1-1  -/ (Kim et al. 2006 b) 
 A. thaliana nramp3/4 Kanamycin (50 µg/ml)/ (Lanquar et al. 
2005) 
A. thaliana vtl3 (Salk_038597) Kanamycin/ NASC 
A. thaliana vtl5 (Salk_054072)   Kanamycin/ NASC 
 
2.1.5. Nährmedien 
Tabelle 5: Zusammensetzung der Medien. 
Name Zusammensetzung für 1 Liter Medium 
GS 90  Einheitserde für A. thaliana 
Estell & Somerville pH 5,5 
5 mM KNO3 
2 mM Ca(NO3)2 x 4 H2O 
2 mM MgSO4 x 7 H2O 
2,5 mM KH2PO4 
14 µM MnCl2 x 4 H2O 
70 µM H3BO3 
1 µM ZnSO4 x 7 H2O 
0,5 µM CuSO4 x 5 H2O 
0,2 µM NaMoO4 x 2 H2O 
0,01 µM CoCl2 x 6 H2O 
10 µM NaCl 
40 µM FeSO4 
0,1 % MES (w/v) 
1,5 % Saccharose (w/v) 
0,8 % Agar 
Für – Fe, Zugabe von 100 µM Ferrozin 
Flüssigkultur nach Wolfgang Schmidt 
pH 6,0   
3 mM KNO3 
 0,5 mM MgSO4 x 7 H2O 
1,5 mM CaCl2 x 6 H2O 
1,5 mM K2SO4 
1,5 mM NaH2PO4 x 2 H2O 
25 µM H3BO3 
1 µM MnCl2 x 4 H2O 
0,5 µM ZnSO4 x 7 H2O 
0,05 µM (NH4)6Mo7O4 x 4 H2O 
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0,3 µM CuSO4 x 5 H2O 
+/- 40 µM FeSO4 x 7 H2O 
LB-Medium 
10 g Bacto-Trypton 
5 g Hefeextrakt 
10 g NaCl 
15 g Agar (für Festmedium) 
YPD-Medium 
20 g Bacto-Peptone 
10 g Hefeextrakt 
2 % Glukose (Zugabe nach dem Autoklavieren) 
20 g Agar (für Festmedium) 
SD-Medium 
5 g Ammoniumsulfat 
1,066 g Yeast Nitrogen Base without amino acid 
25 % Glukose 
100 ml 10 x AS-Mix (nach dem Autoklavieren) 
20 g Agar (für Festmedium) 
YEB-Medium (pH 7,2) 
0,1 % (w/v) Bacto Hefeextrakt 
0,5 % (w/v) Bacto Pepton 
0,5 % (w/v) Saccharose 
1 mM MgSO4 x 7 H2O 
20 g Agar (für Festmedium) 
10 x AS-Mix 
400 mg/l Adenin 
200 mg/l L-Arginin 
1000 mg/l L-Asparaginsäure 
1000 mg/l L-Glutaminsäure 
200 mg/l L-Histidin 
600 mg/l L-Leucin 
300 mg/l L-Lysin 
200 mg/l L-Methionin 
500 mg/l L-Phenylalanin 
3750 mg/l L-Serin 
2000 mg/l L-Threonin 
400 mg/l L-Tryptophan 
300 mg/l L-Tyrosin 
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2.1.6. Reaktionskits, Enzyme, Antikörper und Fertiglösungen 
Tabelle 6: Verwendete Reaktionskits, Enzyme, Antikörper und Fertiglösungen. 
Name Hersteller 
Anti-His Antikörper Cellbiolabs 
DNase I, RNase-free-Kit Fermentas 
dNTP Set Fermentas 
FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase Fermentas 
FastRuler Middle Range DNA Ladder Fermentas 
GeneRulerTM 1 kb Plus DNA Ladder Fermentas 
GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder Fermentas 
Isolate PCR and Gel Kit Bioline 
Mango Taq DNA Polymerase Bioline 
pGEM-T Vector System Promega 
Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase BioLabs 
Restriktionsenzyme  Fast digest  Fermentas 
RevertAid™ M-MuLV Reverse Transcriptase Fermentas 
RiboLock™ Rnase Inhibitor Fermentas 
T4-DNA-Ligase Fermentas 
TRIsure  Bioline 
3.  
2.1.7 Sonstige Materialien 
Tabelle 7: sonstige Materialien 
Name Hersteller 
Autoradiographiefilm Amersham Biosciences, Freiburg 
Entwicklerkit ImmobilonTM Western Millipore, Eschborn 
Glasperlen (Ø 0,1 mm)    Roth, Karlsruhe 
Kryoröhrchen 2 ml Roth, Karlsruhe 
Nitrozellulose–Membranen Whatman, Schleicher & Schüll, Dassel 
Zentrifugenröhrchen:  












2.2.1   Anzucht von Arabidopsis thaliana und Sterilisation der Samen 
Die Arabidopsis Pflanzen wurden je nach Versuchsansatz auf Erde, Estell und Somerville 
(ES) Flüssig- oder Festmedium oder in Hydrokultur nach W. Schmidt (siehe Tabelle 5) 
angezogen. Die Kultivierung erfolgte im Gewächshaus auf Erde oder unter kontrollierten 
Bedingungen in der Klimakammer unter Kurztagbedingungen (22 °C, 80 % Luftfeuchte, 10 h 
hell (180-200 µE) und 14 h dunkel). Die Samen wurden in 1,5 %iger Natrium-
Hypochloridlösung (v/v und einem Tropfen Tween 20) für 15 min sterilisiert und anschließend 
viermal mit sterilem Wasser gewaschen. 
2.2.2  Stabile Transformation von Arabidopsis thaliana (Floral Dip) nach (Chang et al. 
1994)    
Für die Transformation von Arabidopsis Pflanzen wurden Agrobakterien tumefaciens, die mit 
dem gewünschten Plasmid transformiert waren, als Überträger benutzt. Der verwendete 
Agrobakterienstamm (EAH105) + Plasmid wurde in Flüssigmedium (YEB + entsprechende 
Antibiotika) bis zu einer optischen Dichte OD600 = 0,8–1,0 kultiviert. Anschließend wurden 
die Zellen geerntet (5 min, 6000 g, RT) und in Transformationsmedium resuspendiert. Junge 
Blüten von Arabidopsis Pflanzen wurden mit der Zellsuspension mehrmals im Abstand von  
4-7 Tagen betropft. Die Selektion der T1-Generation erfolgte durch Keimung auf 
Selektionsmedium (ES-fest + entsprechende Antibiotika) oder durch Behandlung der 
Keimlinge mit dem Herbizid Basta®. 
 
Transformationsmedium: 2,2 g/l Muroshige & Skoog-Medium 
5 % Saccharose 
0,05 % Silwett L-77  
 
2.2.3 Isolation von DNA aus Arabidopsis thaliana (Rogers & Bendich, 1985) 
Für die DNA-Isolation wurden ca. 100 mg Pflanzengewebe in 700 µl Extraktionspuffer 
homogenisiert und anschließend zentrifugiert (1 min, 14 000 g, RT). Der Überstand wurde in 
ein neues Eppendorf Gefäß  überführt und mit einem Volumen Isopropanol (4°C) gemischt. 
Anschließend wurde der Ansatz zentrifugiert (15 min, 14 000 g, 4 °C) und das Pellet zweimal 
in 70 % unvergälltem Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde getrocknet und in 30 µl H2O 
aufgenommen. Lagerung bei -20 °C. 
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Extraktionspuffer: 200 mM Tris-HCl, pH 8,0 
   250 mM NaCl 
   25  mM EDTA  
   0,5 % SDS 
2.2.4 Isolation von RNA aus Arabidopsis thaliana 
 (mit Trisure von Bioline) 
• Blattprobe in flüssigem N2 homogenisieren 
• Gemörserte Probe ohne Auftauen in 800 – 1000 µl Trisure aufnehmen, Vortexen 
• Inkubation 5 min, RT 
• 160-200 µl Chloroform dazugeben und 15 s kräftig schütteln 
• Inkubation 5 min, RT 
• Zentrifugation 5 min, 12000 g, RT 
• Obere wässrige Phase (ca. 500 µl) in ein neues Eppi überführen 
• Präzipitation: ca. 500 µl Isopropanol (1:1) dazugeben, vortexen, 
• Inkubation für 10–15 min bei 4 °C (oder ü.N. bei – 20 °C) 
• Zentrifugation 20 min, 12000 g, 4 °C 
• erhaltenes Pellet 2 x Waschen mit 1 ml 75 % unvergälltem Ethanol 
• Pellet trocknen und in Wasser aufnehmen (35–50 µl) 
• Bei – 80 °C lagern 
2.2.5 cDNA Synthese und DNase-Reaktion 
Um zu gewährleisten, dass keine genomische DNA in den RNA-Proben enthalten ist, wird 
vor der cDNA Synthese eine DNase-Reaktion mit dem DNase I, RNase-free-Kit von 
Fermentas nach Angaben des Herstellers, durchgeführt. Anschließend wurde  mit Hilfe einer 
reversen Transkriptase (RevertAid™ M-MuLV Reverse Transcriptase-Kit von Fermentas) und 
eines Oligo-dT-Primers von der mRNA die cDNA, nach Angaben des Herstellers, 
synthetisiert. 
2.2.6 Anzucht von Saccharomyces cerevisiae 
Die Hefezellen wurden je nach Stamm und Versuchsansatz in YPD oder SD-ura Fest- oder 
Flüssigmedium (siehe Tabelle 5) für 2-4 Tage bei 28 °C im Inkubationsschrank angezogen. 
2.2.7 Transformation von Saccharomyces cerevisiae Zellen, verändert nach (Chen et al. 
1992) 
Pro Transformationsansatz werden 100 µl Trafo-Mix, 3 µl (10 mg/ml) denaturierter 
Lachs/Hering-Sperma DNA und 1 µg Plasmid-DNA gemischt. 
Darin wird eine große Hefekolonie suspendiert und der Ansatz inkubiert (30 min, 37 °C, 250 
rpm). Anschließend wird der Ansatz zentrifugiert (5 min, RT, 3000 g), das Pellet in 100 µl 
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H2O aufgenommen und auf Selektionsmedium ausgestrichen und bei 30 °C für 2-3 Tage 
inkubiert. 
 
Trafo-Mix:  800 µl 50 % (w/v) PEG-3350 
   200 µl 2 M Lithiumacetat, sterilfiltriert 
    7,7 µl β-Mercaptoethanol 
 
Die Lachs/Hering-Sperma-DNA wurde vor Zusatz zum Trafo-Mix 5 min gekocht und 
anschließend gut gemischt.  
2.2.8 Isolation von Sphäroplasten aus Saccharomyces cerevisiae Zellen  
Die Hefezellen wurden in 400 ml Kulturen (SD-Medium – Uracil) bis zu einer OD600 = 0,8–1 
angezogen und anschließend geerntet (3000 g, 5 min, RT). Das Pellet wurde in 50 ml/l 
Waschpuffer resuspendiert und für 10 min bei 30 °C inkubiert. Danach wurden die Zellen 
pelletiert (3000 g, 5 min, RT) und in 15 ml/l Sphäroplastenpuffer ohne Lyticase gewaschen. 
Nach erneuter Zentrifugation wurden die Zellen in 5 ml Sphäroplastenpuffer + Lyticase 
aufgenommen und für 30 min – 2 h bei 30 °C inkubiert. Anschließend wurden die 
Sphäroplasten geerntet (1000 g, 2 min, 4 °C).  
Waschpuffer:  100 mM Tris-HCl, pH 9,4 
   10 mM DTT  
 
Sphäroplastenpuffer: 1,2 M Sorbitol 
20 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,5 (Mix aus 1 M K2HPO4 + 1 M 
KH2PO4) 
   + 200 µg /ml Lyticase (Sigma Aldriche) 
 
2.2.9 Isolation von Vakuolen aus Saccharomyces cerevisiae Zellen nach King James, 
(Margolis, 2006) 
Die Hefezellen wurden in 400 ml Kulturen (SD-Medium – Uracil + 1 mM FeSO4) bis zu einer 
OD600 = 0,3–0,5 angezogen und anschließend geerntet (3000 g, 5 min, RT). Das Pellet wurde 
in 50 ml/l Waschpuffer (siehe 2.2.8)  resuspendiert und für 10 min bei 30 °C inkubiert. 
Danach wurden die Zellen pelletiert (3000 g, 5 min, RT) und in 15 ml/l Sphäroplastenpuffer 
(siehe 2.2.8) resuspendiert und anschließend für 30 min bei 30 °C inkubiert. Danach wurden 
die Zellen erneut zentrifugiert (1000 g, 4 min, 4 °C), der Überstand vorsichtig abgenommen 
und das Pellet in 10 ml 15 % Ficoll-Lösung + 50 µg/ml Dextran vorsichtig resuspendiert. 
Nachdem die Zellsuspension für 2 min bei 4 °C und anschließend für 3 min bei 30 °C 
inkubiert wurde, wurde sie in ein Zentrifugenröhrchen überführt und mit drei 
unterschiedlichen Ficoll-Lösungen (8 %, 4 % und 0 %) überschichtet. Die Vakuolen wurden 
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durch Zentrifugation (28 000 rpm, Beckmann Rotor SW28, 4 h, 4 °C im Vakuum) in dem 
Ficoll-Gradienten isoliert (Ficollgradientschichten: 10 ml 10 % Ficoll- Zellsuspension + 10 
ml 8 %, 4 % und 0 % Ficoll-Lösung). Die Vakuolen sammeln sich an der Grenze zwischen 4 
und 0 % Ficoll. 
0 % Ficoll:  20 mM Pipes KOH, pH 6,8 
  200 mM Sorbitol 
 
15 % Ficoll:  10 mM Pipes KOH, pH 6,8 
  200 mM Sorbitol 
 
4 und 8 % Ficoll werden aus der 0 und 15 % Ficoll-Lösung hergestellt. 
 
2.2.10 Anzucht von Escherichia coli  
Die Anzucht von Escherichia coli (E. coli) Zellen erfolgte in LB- Flüssig- oder Festmedium, 
mit oder ohne entsprechendem Antibiotika bei 37 °C und 250 rpm im Inkubationsschrank. 
2.2.11 Herstellung von chemisch kompetenten Escherichia coli Zellen (Mandel & Higa, 
1992) 
Es wurden je  51 ml Medium (50 ml SOB + 1 ml 50 x SOC) mit 0,5 ml einer entsprechenden 
ü.N.-Kultur von E. coli (Dh5α) Zellen angeimpft. Die Kulturen wurden für ca. 2 h bei 37 °C 
auf dem Schüttler (250 rpm) inkubiert, bis sie eine OD600 = 0,3-0,5 (Nullwert = SOB-
Medium) erreicht hatten. Anschließend wurden die Kulturen für 10 min auf Eis inkubiert und 
danach zentrifugiert (5 min, 4 °C, 3000 g). Die Zellpellets wurden in je 16 ml TBI 
aufgenommen und für 15 min auf Eis inkubiert. Dann wurden die Suspensionen zentrifugiert 
(5 min, 4 °C, 3000 g), die Zellpellets in je 2 ml TBII aufgenommen und alle Ansätze 
zusammengegeben. Die Suspension wurde zu 200 µl aliquotiert und in flüssigem Stickstoff 
schockgefroren und anschließend bei –80 °C gelagert. 
SOB-Medium: 2 % (w/v)   Bactotrypton            50 x SOC-Medium:  1 M Glucose 
              0,5 % (w/v)  Hefeextrakt          0,5 M MgSO4 
              8,6 mM NaCl               0,5 M MgCl2 
              2,5 mM KCl 
 
TBI:                100 mM RbCl                                  TBII:  10 mM RbCl 
                        50 mM MnCl2 * 4 H2O             75 mM CaCl2 * 2 H2O 
                        10 mM CaCl2 * 2 H2O                                         15 % (w/v) Glycerin 
                        30 mM Kaliumacetat (pH 5,8)                              10 mM MOPS (pH 6,8) 
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2.2.12 Transformation von chemisch kompetenten Escherichia coli Zellen (Hanahan, 
1983) 
Die Methode nach Hanahan ermöglicht die Aufnahme von Plasmid-DNA in chemisch 
kompetente E. coli Zellen. Dafür wurden die Zellen für 30 min auf Eis aufgetaut, 
anschließend mit 10-20 µl Ligationsansatz oder 50-100 ng Plasmid-DNA versetzt und für 30 
min auf Eis inkubiert. Danach erfolgte der Hitzeschock für 2 min bei 42 °C, gefolgt von 5 min 
Inkubation auf Eis. Dann wurden zu 200 µl Zellsuspension, 800 µl LB-Medium ohne 
Antibiotikum gegeben und die Zellen für 60 min bei 37 °C auf dem Schüttler (250 rpm) 
inkubiert, um die Antibiotikaresistenzkassette zu aktivieren. Je nach Ansatz wurde ein Teil 
oder der gesamte Transformationsansatz (gesamter Ansatz bei Ligationen- und ca. 1/10 
Ansatz bei Plasmidtransformation) auf einer LB-Platte mit entsprechendem Antibiotikum 
ausplattiert und diese bei 37 °C ü.N. inkubiert. 
2.2.13 Isolierung von Plasmid-DNA aus Escherichia coli (Minipräparation) 
Die Isolierung der Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte nach dem Prinzip der „alkalischen Lyse“ 
(Birnboim & Doly, 1979). 
Für die Isolation wurden 2 ml einer ÜN-Kultur (E. coli mit entsprechendem Plasmid) 
zentrifugiert (5 min, 5000 g, RT), der Überstand verworfen und das erhaltene Pellet in 300 µl 
P1-Puffer aufgenommen und gevortext. Zu dem Ansatz wurden 300 µl P2-Puffer gegeben, 
der Ansatz vorsichtig geschwenkt und anschließend erfolgte die Zugabe von 300 µl P3-
Puffer. Der Ansatz wurde gut gemischt, für 10 min bei RT inkubiert und zentrifugiert (10 
min, 14000 g, RT). Der Überstand wurde abgenommen und mit 0,7 Vol Isopropanol und 0,1 
Vol Natriumacetat (3 M, pH 5,2) versetzt. Nach 5 min Inkubation auf Eis, wurde der Ansatz 
zentrifugiert (30 min, 14000 g, 4 °C), der Überstand verworfen und das Pellet mit 900 µl 
70 %igem unvergälltem Ethanol gewaschen. Anschließend erfolgte erneut eine Zentrifugation 
(10 min, 14000 g, 4 °C). Der Überstand wurde verworfen und das Pellet bei 30 °C getrocknet, 
bis das Ethanol verdunstet war. Das Pellet wurde in 40 µl sterilem Wasser aufgenommen und 
bei –20 °C gelagert.  
 
P1-Puffer (Resuspensionspuffer):  50 mM Tris-HCl, pH 8,0 
     10 mM EDTA, pH 8,0 
     autoklavieren (20 min, 121 °C) 
     100 µg/ml RNase A 
     Lagerung bei 4 °C nach Zugabe der RNase A 
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P2-Puffer (Lysispuffer):     200 mM NaOH 
     1 % (w/v) SDS 
     autoklavieren (20 min, 121 °C) 
 
P3-Puffer (Neutralisationspuffer):    3 M Kaliumacetat, pH 5,5 (Einstellen mit Essigsäure) 
                                                          autoklavieren (20 min, 121 °C) 
2.2.14 Anzucht von Agrobacterium tumefaciens  
Die Anzucht von Agrobacterium tumefaciens erfolgt in YEB- Flüssig- oder Festmedium mit 
oder ohne entsprechendem Antibiotika für 2-4 Tage bei 30 °C und 250 rpm im 
Inkubationsschrank. 
2.2.15 Herstellung von chemisch kompetenten Agrobacterium tumefaciens Zellen 
Drei Milliliter einer Übernachtkultur wurden in 200 ml YEB-Medium aufgenommen und 
inkubiert (3-4 h, 250 rpm, 30 °C) bis zu einer OD600 = 0,5–0,8. Die Zellen wurden geerntet 
(20 min, 5000 g, RT) und das Pellet in 10 ml TE-Puffer (4 °C) gewaschen. Nach 
anschließender Zentrifugation (10 min, 5000 g, 4 °C) wurde das Pellet in  20 ml YEB-
Medium resuspendiert, zu je 500 µl aliquotiert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei 
-80 °C gelagert. 
TE-Puffer: 10 mM Tris-HCl, pH 7,5 
  1 mM EDTA 
2.2.16 Transformation von Agrobacterium tumefaciens Zellen nach (Nishiguchi et al. 
1987) 
Die Methode nach Nishiguchi erfolgt nach dem Einfrier-Auftau-Prinzip. Die kompetenten 
Zellen wurden langsam bei 4 °C aufgetaut. Nach Zugabe von 0,5–1 µg Plasmid, wurde der 
Ansatz für 5 min bei 4 °C, dann für 5 min in flüssigem Stickstoff und anschließend für 10 min 
bei 37 °C inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von 1 ml YEB-Medium und eine Inkubation 
(2-4 h, 28 °C, 250 rpm). Abschließend wurden die Zellen geerntet (5 min, 6000 g, RT), das 
Pellet in 100 µl YEB-Medium aufgenommen und auf YEB-Platten + Antibiotikum 
ausplattiert und zwei – drei Tage bei 28 °C inkubiert.  
2.2.17 Herstellung von Dauerkulturen 
Zur Herstellung von E. coli- , Agrobakterien- bzw. Hefedauerkulturen wurden je 2 ml der 
entsprechenden Kulturen zentrifugiert (4 min, 4000 g, RT) und das Pellet in einem Milliliter 
des entsprechenden Mediums, ohne Antibiotikum, resuspendiert. Anschließend erfolgte die 
Zugabe von 0,5 ml sterilem 80 %igem Glycerin, Überführung der Suspension in ein 
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Kryoröhrchen und Schockgefrieren in flüssigem Stickstoff. Die Lagerung der Kulturen 
erfolgte bei –80 °C. 
2.2.18 DNA-Sequenzierung 
Die DNA-Sequenzierung erfolgte nach der Methode von (Sanger et al. 1977) und wurde von 
der Firma DLMBC im Institut für Biologie der Humboldt Universität zu Berlin durchgeführt. 
2.2.19 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Die Polymerase-Kettenreaktion (engl. Polymerase Chain Reaction, PCR) dient der 
exponentiellen Vervielfältigung eines spezifischen DNA Fragments, welches nur in einer oder 
wenigen Kopien vorliegt. Der gewünschte Abschnitt wird durch die Verwendung von einem 
Anfangs- und Endprimer, die sich über komplementäre Basenpaarung an die DNA anlagern, 
definiert. Die Primer stellen das freie 3`OH Ende, welches die DNA-Polymerase  benötigt, 
um fehlende Nukleotide aufzufüllen, bereit. Die PCR erfolgte mit der MangoTaq von Bioline  
oder der Phusion High-Fidelity DNA Polymerase von BioLabs nach Angaben des Herstellers. 
Die Reaktion erfolgt in einem Thermocycler (PCR-Maschiene). 
2.2.20 Real-time quantitative PCR (qRT-PCR) 
Mit Hilfe der qRT-PCR ist es möglich die exakte Menge der ursprünglich vorhandenen DNA 
zu bestimmen und so eine genaue Aussage über die Transkriptabundanz der untersuchten 
Gene zu machen. Für die Reaktion wurde die RNA, wie unter 2.2.4 beschrieben isoliert. 
Anschließend erfolgte eine DNase Reaktion und cDNA Synthese (2.2.5). Die cDNA wurde in 
einem 10 µl Reaktionsansatz mit SensiMix SYBR No-ROX Kit (Bioline) verwendet und die 
Reaktion in dem Thermocycler CFX96 Realtime-system (BioRAD) durchgeführt. Als 
Kontrolle wurde das Haushaltgen Actin2 mitgeführt. Alle Proben wurden in Triplikaten 
analysiert und die Daten mit der ∆∆Ct Methode nac Livak und Schmittgen (Livak & 
Schmittgen, 2001) ausgewertet. 
2.2.21 DNA und RNA Agarose-Gelelektrophorese nach (Adkins & Burmeister, 1996) 
Die Gelelektrophorese dient der Auftrennung von DNA- und RNA-Fragmenten abhängig von 
ihrer Größe im elektrischen Feld. Hierfür wurde die DNA/RNA  mit 10 x DNA-Ladepuffer 
versetzt und in einem 0,8-1%-igen Agarosegel (Agarose gelöst in 0,5 x TBE-Puffer)  bei 80-
100 mV über einen Zeitraum von 30-60 min aufgetrennt. Für die Detektion wurde dem 
gelösten Gel Ethidiumbromid in einer Konzentration von 1 µg/ml zugesetzt. Parallel zu den 
DNA-Proben wurde immer ein entsprechender Größenstandard mitgeführt. Die 
Dokumentation der Gel-Bilder erfolgte mit Hilfe des Intas UV-Systems. 
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10 x DNA-Ladepuffer: 60 %  Glycerin 
    20 mM  EDTA, pH 8,0 
    0,3 %  Bromphenolblau 
    0,3 %  Xylencyanol 
0,5 x TBE-Puffer:  5,4 g/l  Tris 
    2,75 g/l Borsäure 
    1 mM  Na2EDTA 
2.2.22 DNA-Extraktion aus einem Agarosegel 
Mit Hilfe der Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen können diese für weitere 
Arbeitsschritte gewonnen werden. Dafür wurde zuerst die entsprechende DNA-Bande mit 
einem sterilen Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und die Masse gewogen. Die Extraktion 
wurde mit dem Isolate PCR and Gel-Kit nach Angaben des Herstellers durchgeführt. 
2.2.23 Spaltung von DNA mittels Restriktionsenzymen (Restriktion) 
Das Ziel der Restriktion ist das spezifische Schneiden von DNA mit Hilfe von 
Restriktionsenzymen. Der Restriktionsansatz erfolgte hierbei entsprechend der 
Herstellerangaben.  
2.2.24 5`-Dephosphorylierung von linearisierten Vektoren  
Dephosphorylierung von 5`Enden erfolgt bei, mit nur einem Enzym geschnittenen 
linearisierten Vektoren, um eine Religation zu verhindern und die Ligation zwischen Vektor 
und DNA-Fragment zu begünstigen. Die Entfernung der Phosphatgruppen am 5`-Ende 
erfolgte mit alkalischer Phosphatase (CIAP = calf intestine alkaline phosphatase), nach dem 
Protokoll des Herstellers. 
2.2.25 Ligation von DNA-Molekülen 
Die Ligation von geschnittenem Vektor und DNA-Fragment erfolgte mit Hilfe der T4-DNA-
Ligase von Fermentas nach Angaben des Herstellers bei 4 °C über Nacht oder für 2 h bei RT. 
Das Mengenverhältnis von Vektor und DNA-Fragment errechnet sich nach folgender Formel. 
MasseFragment [ng] = 125 ng * LängeFragm.[bp]  
                                       LängeVektor [bp] 
2.2.26 Dot-Blot-Analyse  
Die Dot–Blot–Analyse dient, ähnlich der Western–Blot–Analyse, der Identifizierung 
markierter Proteine in einem Proteingemisch. Bei der Dot–Blot–Analyse wurden die 
Proteinlösungen mittels Dot–Blot Apparatur auf eine in Blot–Puffer äquilibrierte 
Nitrozellulosemembran übertragen. Im Gegensatz zum Western-Blot wurden die Proteine 
vorher nicht elektrophoretisch in einer SDS–PAGE aufgetrennt. Es befinden sich somit alle 
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Proteine auf einer Stelle auf der Membran. Anschließend wurde die Membran erst für 1 h in 
Blocklösung und dann für 1 h in der Antikörperlösung inkubiert. Nach drei maligem Waschen 
mit TBST wurde die Membran für zwei Minuten mit Entwicklerkit (ImmobilonTM Western 
Millipore, Eschborn) inkubiert. Danach können die antikörpermarkierten Proteine durch 
Auflegen eines Röntgenfilms sichtbar gemacht werden. 
Blocklösung: TBST + 4 % (w/v) Milchpulver 
Antikörperlösung: Blocklösung + antiHis-Antikörper (1:10000) 
TBST:  100 mM Tris-HCl, pH 7,5 
  150 mM NaCl 
  0,1 % Tween 
2.2.27 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford  
Die Proteinkonzentrationsbestimmung wurde nach Bradford (Bradford, 1976) durchgeführt. 
Zu Beginn wurde eine BSA–Eichkurve erstellt. Dazu wurden definierte BSA Mengen in 800 
µl A. bidest gelöst, mit 200 µl Bradford–Reagenz  gemischt und nach 5 min Inkubation bei 
RT im Photometer bei einer Wellenlänge von 595 nm die Extinktion vermessen. Zur 
Bestimmung der Proteinkonzentration wurden dann 20-40 µl der Proteinlösung mit A. bidest 
auf 800 µl aufgefüllt und nach Zugabe von 200 µl Bradford-Reagenz und 5 min Inkubation 
bei RT die Probe bei 595 nm vermessen. Die Proteinkonzentration in µg/µl wurde 
anschließend an Hand der BSA–Eichkurve berechnet. 
1 l Bradford-Reagenz: 100 mg Serva-Blau 
    50 ml 95 % Ethanol (unvergällt) 
    100 ml 85 % (v/v) Phosphorsäure 
    Ad H2O 
2.2.28 Messung der Eisenkonzentration nach Wolfgang Schmidt, 1996 
Für die Messung der Eisenkonzentration wurden definierte Mengen (Volumina, Gewichte 
usw.) der entsprechenden  Proben in 2 ml Eppendorf®-Gefäße überführt. Je nach Probe 
wurden diese für eine Nacht bei 65 °C getrocknet oder in 75 µl Salpetersäure inkubiert. Die 
getrockneten Proben wurden auch mit 75 µl Salpetersäure versetzt und anschließend erfolgte 
der Eisenaufschluss bei 95 °C im Thermoblock für 30 min – 6 h. Nach der Zugabe von 50 µl 
Wasserstoffperoxid, weiteren zwei Stunden Inkubation bei 56 °C, wurden die Proben mit 
sterilem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 200 µl angeglichen. Als Nachweisreagenz diente 
BPDS-Puffer, von dem 980 µl mit 20 µl der Probe gemischt und für 5 min bei RT inkubiert 
wurden. Hierbei bildet das in der Probe enthaltene Eisen einen Fe2+-BPDS-Komplex der 
   Material und Methoden 
34 
 
photometrisch bei einer Wellenlänge von 535 nm vermessen werden kann (Schmidt, 1996). 
Die Bestimmung des Eisengehaltes erfolgte anhand einer Eichgrade.  
BPDS-Puffer:  0,48 M Hydroxylamin Hydrochlorid 
   0,6 M Natriumacetat 
   1 mM BPDS 
2.2.29 Färbung von Eisen in Embryonen nach Perls (Perl & Good, 1992) 
Vor der Isolation der Embryonen wurden die Samen für 24 h in sterilem Wasser bei RT 
inkubiert. Die Embryonen wurden mit Hilfe eines Binokulars und kleinen Kanülen isoliert 
und für die Färbung für 15 min im Vakuum in der Perls Lösung infiltriert. Anschließend 
erfolgte eine weitere Inkubation in Perls Lösung für 1-24 h bei RT. Die gefärbten Embryonen 
wurden dreimal in sterilem Wasser gewaschen und anschließend optisch ausgewertet. 
Perls Lösung: 4 % (v/v) HCl 
  4 % K-Ferrocyanid (C6N6FeK4) 
2.2.30 Klonierung der VTL-Promotor-GUS Fusionskonstrukte 
Für die VTL-Promotor-GUS Fusionskonstrukte wurden die potentiellen Promotorsequenzen 
(ca. 1 kb) aus der genomischen DNA von Arabidopsis thaliana (Col-0) amplifiziert (VTL1 
Primer: #VTL1prom-fw und #VTL1prom-rev; Fragment: -937 bis + 10, VTL5 Primer: 
#VTL5prom-fw und #VTL5prom-rev; Fragment: - 857 bis + 14). Die erhaltenen DNA-
Fragmente wurden über die Schnittstellen PstI und NcoI in den pCAMBIA 1391-z kloniert 
und so mit GUS fusioniert. Der fertige Vektor wurde in den Agrobakterienstamm EAH105 
transformiert und anschließend wurden Arabidopsis (Col-0) Pflanzen mit Hilfe der Floral Dip 
Methode stabil transformiert. Die geernteten Samen (T1) wurden auf Selektionsmedium (MS 
+ 50 µg/ml Kanamycin) ausgebracht und die positiven Transformanten auf Erde überführt 
und zur Samenreife gebracht. Die so erhaltenen Samen (T2) dienten als Ausgangsmaterial für 
die hier durchgeführten Versuche. 
2.2.31 Histochemischer und Fluorometrischer GUS-Assay 
Der histochemische GUS-Assay wird benutzt um die Aktivität des Reporters ß-Glucuronidase 
(GUS) direkt sichtbar zu machen und ermöglicht so eine gewebespezifische Lokalisation. 
Dafür wurde das zu untersuchende Pflanzenmaterial geerntet und bei 37 °C für 30 min – 24 h 
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GUS-Puffer: 80 mM Na2PO4 * 2H2O, pH 7,2 
  0,4 mM K3FeCN6 
  0,4 mM K4FeCN6 * 3 H2O 
  8 mM EDTA 
  0,05 % Triton X 100 
  0,8 mg/ml X-Glc (frisch dazugeben) 
 
Der fluorometrische GUS-Assay ermöglicht eine Quantifizierung der Aktivität der ß-
Glucuronidase. So kann die Abhängigkeit der Aktivität des Promotors von Faktoren wie 
Stress, Hormonen, Ernährung, Licht usw. untersucht werden. Ca. 100 mg frisches 
Pflanzengewebe wurde in Extraktionspuffer homogenisiert. Anschließend wurde die 
Suspension für 5 min zentrifugiert (4 °C, 14 000g), der Überstand ist der aktive Extrakt. Für 
eine Messung wurden 50 µl Extrakt mit 0,5 ml Assay-Puffer (37 °C warm) gemischt und bei 
37 °C  für 30 min – 24 h inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurde eine Probe 
genommen (100 µl) und diese mit 0,9 ml  Stopp-Puffer gemischt. Die Messung erfolgte bei 
360 nm. 
Extraktionspuffer: 50 mM NaPO4, pH 7,0 
   10 mM DTT 
   1 mM Na2EDTA 
   0,1 % Natrium Lauryl Sarcosine 
   0,1 % Triton X 100 
 
Assay-Puffer:  1 mM MUG in Extraktionspuffer 
Stopp-Puffer:  0,2 M Na2CO3 
2.2.32 Klonierung der VTL-mCherry Konstrukte und mikroskopische Auswertung der 
Lokalisation mittels Konfocalmikroskop 
Der ursprüngliche Versuch sah es vor, von allen VTL Genen sowohl N- wie auch C-terminale 
Fusionsproteine mit mCherry zu konstruieren und diese stabil in Arabidopsis Pflanzen bzw. 
transient in Tabakblätter zu transformieren und anschließend die Lokalisation mittels 
konfokaler Mikroskopie zu analysieren. Dafür wurden die VTL kodierenden Sequenzen zuerst 
amplifiziert und über EcoRI und SmaI bzw. SmaI und BamHI in den pSAT6-mCherry-C1-B 
bzw. den pSAT4-mCherry-N1 Vektor kloniert, um sie mit mCherry zu fusionieren. 
Anschließend wurde das Fusionskonstrukt ausgeschnitten und über Pi-PspI oder ScaI in den 
binären Expressionsvektor pPZP-RCS2-osc-bar-Sma ligiert. Der fertige Vektor wurde je nach 
Transformationsansatz in den Agrobakterienstamm EAH105 oder GV2260 transformiert, 
welche dann für die Transformation der Pflanzen eingesetzt wurden. Die erfolgreiche 
Klonierung wurde mittels Kolonie-PCR und Sequenzierung überprüft. Die stabil 
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transformierten Arabidopsis Pflanzen wurden mittels dem Herbizid, BASTA selektiert. Das 
transient transformierte Blattmaterial wurde nach zwei Tagen Inkubation ausgewertet. Zur 
Detektion der Signale erfolgte eine Anregung mit einem Helium-Neon-Laser bei 543 nm für 
mCherry, bei 514 nm für YFP und mit einem Argon-Laser bei 488 nm für Chlorophyll. Die 
Detektion erfolgte für mCherry zwischen 590 und 650 nm, für YFP zwischen 520 und 535 nm 
und für Chlorophyll zwischen 660 und 760 nm. Zur besseren Differenzierung der Membranen 














3.1 Phylogenetische Einordnung und Untersuchung der eisenabhängigen 
Expression der  VTL Gene 
Wie unter 1.2 beschrieben stand am Anfang dieser Arbeit die Entdeckung von drei 
unbekannten Genen, die eine schnelle Eisenmangelantwort zeigen. Ihre Expression in 
Arabidospsis thaliana Wurzeln nimmt in den ersten 1-24 h deutlich ab (Yang et al. 2010; 
Buckhout et al. 2009). Um einen ersten Hinweis auf eine mögliche Funktion dieser Gene zu 
bekommen, wurden weitere verwandte Gene basierend auf der Aminosäuresequenz von 
VTL5 (At3g25190) gesucht. Der erhaltene Stammbaum zeigte, dass die gefundenen Gene zu 
einer kleinen Gen-Familie mit fünf Mitgliedern gehören, die entfernt (zu 30 % identisch und 
55 % sequenzähnlich)  mit dem vakuolären Eisenimporter VIT1 verwandt sind (Abb. 5). Bei 
der phylogenetischen Einordnung der VTL Sequenzen sieht man, dass sich homologe 
Sequenzen sowohl in mono- und dikotyledonen Pflanzen, wie auch Chlamydomonas, 
Physcomitrella und Hefe finden lassen (Abb. 6). Dabei gibt es eine klare Teilung zwischen 
den mono- und dikotylen Pflanzen. Die VTL Arabidopsis Sequenzen sind näher miteinander 
verwandt, als zu Sequenzen aus anderen Spezies, jedoch insgesamt relativ weit entfernt von 
VIT1 (Gollhofer et al. 2011). Die beiden hier mit aufgeführten Proteine aus Chlamydomonas 
reinharditii wurden als CCC1-like Proteine (Cre02.g099500 = cw92 mt+ 112030) und 
Cre02.g107550 = cw92 mt+ 377147) identifiziert, die wahrscheinlich Eisen in die Vakuole 
transportieren (Urzica et al. 2012). Ein Vergleich der Aminosäuresequenzen der beiden 
Proteine mit den VTL-Proteinen, ergab eine Übereinstimmung von 37–38 % (Abb. 7, gezeigt 
ist VTL5). 




Abbildung 5: Stammbaum-Analyse der VTL-Proteine aus Arabidopsis thaliana, basierend auf der Aminosäuresequenz  
von VTL5 (At3g25190) (www.arabidopsis.org). Der Stammbaum wurde mit der neighbor-joining Methode errechnet 
(www.ncbi.nlm.nih.gov), (Programm: BLASTP 2.2.30+). 
 




Abbildung 6: Phylogenetischer Stammbaum der VTL-Proteine (rote Kästen). Als Grundlage dienten die fünf 
Arabidopsis VTL Gene und VIT1 (At2g01770). Die Aminosäuresequenzen wurden mit CLUSTALW und MEGA4 verglichen 
und der Stammbaum wurde nach der neighbor-joining Methode konstruiert. 
 
 
Abbildung 7: Aminosäuresequenzvergleich von Arabidopsis VTL5 und den beiden CCC1-like Proteinen aus 
Chlamydomonas reinharditii (www.algaepath.itps). Der Vergleich wurde mit dem Programm: BlastP2.2.30+ errechnet 
(www.uniprot.org).  Dunkelgrau bzw. mit * markierte AS sind in allen drei Proteinen identisch; : markiert Übereinstimmung 
zwischen VTL5 und einem Protein aus Chlamydomonas und . markiert AS Übereinstimmung zwischen den beiden 
Chlamydomonas Proteinen. 
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Um die vorhandenen Microarraydaten zu bestätigen und einen Gesamtüberblick über die 
eisenabhängige Expression der fünf VTL Gene zu erhalten wurde eine semiquantitative PCR 
Analyse durchgeführt. Für den Versuch wurde die RNA von fünf Wochen alten Pflanzen 
isoliert, die verschieden ernährt wurden. Wie bereits im Microarray zu sehen war, ist die 
Expression von VTL1, 2 und 5 eisenabhängig. Unter Eisenmangel ist sie stark reduziert, 
nimmt jedoch sofort zu, wenn Eisen vorhanden ist. Außerdem sieht man, wie die 
Microarraydaten vermuten ließen, keine eisenabhängige Expressionsänderung für VTL4. Das 
VTL4 Gen wird durchgängig exprimiert. Als neue Information konnte jedoch eine 
eisenabhängige Expression von VTL3 gezeigt werden. Insgesamt wird VTL3 eher schwach 
exprimiert, aber die Expression nimmt mit zunehmender Eisenkonzentration zu (Abb. 8). 
 
Abbildung 8: Semiquantitative PCR Analyse der Expression der VTL Gene in Abhängigkeit von der Eisenernährung.  
Vier Wochen alte, vollernährte Pflanzen wurden für 10 Tage auf Medium mit verschiedenen Eisenkonzentrationen 
angezogen und dann die RNA der Wurzeln isoliert. Die Analyse zeigt eine eisenabhängige Expression für VTL1, 2, 3 und 5. 
3.2 Sequenzvergleich und Analyse der putativen Proteinstruktur der VTL-
Proteine 
Vergleicht man die Aminosäuresequenzen der VTL-Proteine untereinander, sind sie zwischen 
61 und 88 % identisch zueinander und 30 % identisch zu VIT1 (Abb. 9a). Eine Analyse der 
Sequenzen zeigt, dass alle VTL-Proteine eine CCC1-like Domäne enthalten (Abb. 9c, gezeigt 
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ist VTL1). Diese Domäne ist aus dem in Hefe vorkommenden Carrier CCC1p bekannt, 
welcher Eisen und Mangan in die Vakuole transportiert (Li et al. 2001) und lässt sich auch in 
anderen verwandten Proteinen finden. Die Berechnung der hypothetischen Sekundärstruktur 
der VTL-Proteine zeigt fünf potentielle Transmembrandomänen mit einem zytosolischen N-
Terminus, einem extrazytoplasmatischen C-Terminus und einer zytoplasmatischen Schleife 
zwischen der zweiten und dritten Transmembrandomäne. Wobei die Wahrscheinlichkeit für 
die erste Domäne niedriger ist, als für die anderen vier (Aramemnon.botanik.uni-koeln.de) 
(gezeigt ist VTL1 Abb. 9b). Die Berechnung der Struktur von VIT1 zeigt ein ähnliches 
Ergebnis, wie das für die VTL-Proteine, mit dem Unterschied, dass die zytoplasmatische 












Abbildung 9: Sequenzvergleich und hypothetische Proteinstruktur der VTL-Proteine. a) Vergleich der 
Aminosäuresequenzen der VTL-Proteine untereinander und mit VIT1 (At2g01770) (ClustalW Algorithmus). * = konservierte 
Aminosäuren (AS), + = gleiche AS innerhalb der VTL-Proteine, die unterstrichenen Bereiche markieren die 
Transmembrandomänen (TM). b) Hypothetische Proteinstruktur von VTL1 (At1g21140) (Aramemnon.botanik.uni-koeln.de) 
mit fünf TM, einem zytoplasmatischen N-Terminus, extrazytoplasmatischen C-Terminus und einer zytosolischen Schleife 
zwischen der zweiten und dritten TM. Die Wahrscheinlichkeit ist unter jeder Domäne angegeben. c) Ermittlung von 






































  CCC1-like Domäne 
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3.3 Analyse der VTL1 und VTL5 Promotor Aktivität mittels 
histochemischem und fluorometrischem GUS-Assay  
Um die organ- und gewebespezifische Expression der VTL Gene zu untersuchen und zu 
ermitteln, ob es eine ernährungsbedingte Veränderung der Expression gibt, wurden transgene 
Arabidopsis Pflanzen erzeugt. Dafür wurden Pflanzen mit dem Reportergen β-Glucuronidase 
(GUS) unter der Kontrolle eines VTL Promotors (ca. 1 kb) stabil transformiert und 
anschließend mit den Pflanzen ein histochemischer oder fluorometrischer GUS-Assay 
durchgeführt (siehe 2.2.30). Im Rahmen dieser Arbeit wurden transgene Pflanzen für den 
VTL1 und VTL5 Promotor erzeugt (siehe 2.2.29). 
3.3.1 Vergleich der gewebespezifischen Expression von VTL1 und VTL5 in transgenen 
Arabidopsis Keimlingen 
Zur Analyse der Lokalisation und Funktion der einzelnen VTL Gene wurde die 
Promotoraktivität mittels GUS-Fusionskonstrukten in verschiedenen Entwicklungsstadien und 
Organen untersucht. Unter der Kontrolle des VTL1 Promotors  konnte ein GUS-Signal in 
Samen, Embryonen und Keimlingen nachgewiesen werden. In den Keimlingen verläuft das 
Signal entlang des Gefäßleitsystems, sowohl im Spross, den Keimblättern, wie auch in der 
Wurzel. In VTL5 transgenen Pflanzen konnte kein Signal in den Samenanlagen detektiert 
werden und nur eine schwache GUS Expression im Embryo. Im Keimling kommt es auch zu 
einer deutlichen Detektion im Gefäßleitsystem, allerdings vorwiegend in der Stele der Wurzel 
(Abb. 10a). Bei der Untersuchung der GUS Expression in den Blütenständen von VTL1 und 
VTL5 transgenen Pflanzen, konnte bei VTL1 ein Signal im Gefäßsystem des Filaments 
detektiert werden. Bei VTL5 war neben dem Filament auch eine Expression im Konnektiv 
und den Pollenkörnern nachweisbar (Abb. 10b). 




Abbildung 10: Vergleich der gewebespezifischen Expression von VTL1 und VTL5. (a) Detektion von GUS in transgenen 
VTL1 und VTL5 Pflanzen im Samen (A), Embryo (B) und Gefäßleitsystem des gesamten Keimlings (C). Die Expression von 
GUS in den transgenen VTL5 Pflanzen ist schwach im Embryo und stark im Gefäßleitsystem in der Stele der Wurzel 
verglichen mit den VTL1 Pflanzen. (b) Detektion von GUS in den Blütenständen von transgenen VTL1 und VTL5 Pflanzen. 
VTL1: Signal entlang der Gefäße im Filament. VTL5: Signal im Filament, dem Konnektiv und den Pollenkörnern. Die 
potentielle Promotorsequenz (1 kb aufwärts von der VTL1 bzw. VTL5 kodierenden Sequenz) wurde mit GUS (β-
Glucuronidase) fusioniert und in Arabidopsis transformiert. Die Pflanzen wurden auf ES-Vollmedium angezogen. 
3.3.2 Untersuchung der ernährungsabhängigen Expression von VTL1 und VTL5 in 
Arabidopsis Keimlingen 
Um eine ernährungsabhängige Expression zu untersuchen wurden Keimlinge der transgenen 
VTL1 und VTL5 Pflanzen auf ES Medien mit verschiedenen Eisen-, Zink,- und 
Mangankonzentrationen angezogen und nach 10 Tagen ein histochemischer oder 
fluorometrischer GUS-Assay durchgeführt. Wie man in Abbildung 11 sehen kann gibt es eine 
deutliche eisenabhängige Expression (-Fe = 0 µM, + Fe = 40 µM) der ß-Glucuronidase unter 
der Kontrolle der VTL Promotoren. Unter Eisenmangel nimmt die Expression stark ab. Auch 
kann eine deutliche Zunahme der Expression unter Eisenüberschuss gezeigt werden 
(Abb. 12). 




Abbildung 11: Analyse der eisenspezifischen Expression von VTL1 und 5 in transgenen Keimlingen. Das VTL1 und 5 
Gen aus Arabidopsis thaliana ist entlang des Gefäßsystems exprimiert, wobei die Expression mit zunehmender 
Eisenkonzentration steigt. Die potentielle Promotorsequenz (ca. 1 kb aufwärts von der VTL1 bzw. VTL5 kodierenden 
Sequenz) wurde mit GUS (β-Glucuronidase) fusioniert und in Arabidopsis transformiert. Der GUS-Assay erfolgte an 10 Tage 
alten Keimlingen, die auf ES-Vollmedium (+ Fe) oder Medium ohne Eisen (-Fe) angezogen wurden. 
Wenn man die Keimlinge unter Zink- und Manganmangel oder Überschuss anzieht (ES 
(Normalernährung) = 1 µM Zn/14 µM Mn, -Zn/-Mn = 0 µM, ++Zn = 5 µM, ++Mn = 28 µM, 
++Fe = 120 µM) konnte im histochemischen GUS-Assay keine so deutliche Expressions-
änderung wie unter Eisenmangel detektiert werden. Es erscheint so, dass es unter der 
Kontrolle des VTL5 Promotors zu einer Verringerung der Expression unter Zinkmangel 
kommt (Abb. 12). Um die Ergebnisse aus dem histochemischen GUS-Assay zu unterstützen 
wurde ein fluorometrischer GUS-Assay durchgeführt, womit eine quantitative Aussage über 
die Expression gemacht werden konnte. Wie in Abbildung 13 zu sehen ist, konnten die 
Ergebnisse zur eisenabhängigen Expression bestätigt werden. Unter der Kontrolle beider 
Promotoren kommt es zu einer eindeutigen Abnahme der Expression unter Eisenmangel, bzw. 
zu einer Zunahme unter Eisenüberschuss. Zusätzlich dazu konnte eine signifikante Abnahme 
der Expression unter Zinkmangel, wenn GUS unter der Kontrolle des VTL5 Promotors 
exprimiert wurde, gemessen werden. Im Gegenteil dazu nimmt die Expression unter 
Manganmangel zu, bzw. unter Überschuss ab, wenn GUS unter der Kontrolle des VTL1 
Promotors exprimiert wird. Auch in den VTL5 transgenen Pflanzen kommt es zu einer 
Abnahme der Expression bei verschiedener Manganfütterung, dieser Phänotyp scheint jedoch 
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nicht spezifisch zu sein. Die Ergebnisse lassen darauf schließen, dass beide Proteine 
Mitspieler in der Eisenhomöostase sind. Vermutet man, dass es sich bei dem VTL1 und 5 
Protein um einen Transporter handelt, so liegt es nahe, dass sie auch andere zweiwertige 
Metalle wie Zink oder Mangan transportieren können, da dies auch von bekannten 
Transportern wie z.B. IRT1, CCC1p und VIT1 bekannt ist (Kim et al. 2006 b; Li et al. 2001; 
Rogers et al. 2000; Korshunova et al. 1999).  
 
Abbildung 12: Analyse der ernährungsspezifischen Expression von VTL1 und 5 in transgenen Keimlingen. Der 
histochemische GUS-Assay erfolgte an 10 Tage alten Keimlingen die auf ES-Vollmedium (40 µM Fe, 1 µM Zn, 14 µM Mn), 
Mangelmedium (-Fe, -Zn, -Mn)  oder Überschussmedium  (++Zn = 5 µM, ++Mn = 28 µM, ++Fe = 120 µM) angezogen 
wurden. Unter Eisenmangel ist die Expression von GUS sowohl unter der Kontrolle des VTL1, wie auch des VTL5 Promotors 
verringert, bzw. unter Überschuss erhöht. 
 




Abbildung 13: Fluorometrischer GUS-Assay zur Analyse der ernährungsspezifischen Aktivität des VTL1 und VTL5 
Promotors. Der fluorometrische GUS-Assay erfolgte an 10 Tage alten Keimlingen die auf ES-Vollmedium (40 µM Fe, 1 µM 
Zn, 14 µM Mn), Mangelmedium (-Fe, -Zn, -Mn)  oder Überschussmedium  (++Fe = 120 µM, ++Zn = 5 µM, ++Mn = 28 µM) 
angezogen wurden. Unter Eisenmangel ist die Expression von GUS sowohl unter der Kontrolle des VTL1, wie auch des VTL5 
Promotors verringert, bzw. unter Überschuss erhöht. Zusätzlich ist die Aktivität von GUS in den VTL5 transgenen Pflanzen 
unter Zn-Mangel verringert. Auch bei unterschiedlicher Manganfütterung ist die Expression geringer als unter 
Normalernährung. Außerdem sieht man eine leichte Erhöhung unter Manganmangel bzw. eine Verringerung der Expression 
unter Manganüberschuss in VTL1 transgenen Pflanzen (*, p < 0,01; **,  p < 0,005).  
3.3.3 Real-time quantitative PCR (qRT-PCR) Analyse der ernährungsabhängigen 
Expression von VTL1, 2 und 5 
Die ernährungsspezifische Expression von VTL1, VTL5 und zusätzlich von VTL2 wurde 
außerdem mittels quantitativer PCR Analyse untersucht. Eine Analyse von VTL3 und VTL4 
war nicht möglich, da keine Primer mit einer ausreichenden Effizienz, aufgrund der hohen 
Sequenzähnlichkeit der VTL Gene untereinander, synthetisiert werden konnten. Für die 
Analyse wurde die RNA von 10 Tage alten Keimlingen isoliert, die unter verschiedenen 
Ernährungsbedingungen (siehe Abb. 14) angezogen wurden. Auch hier ist eine deutliche 
eisenabhängige Expression sichtbar. Die Expression von allen drei Genen ist unter 
Eisenmangel stark reduziert, bzw. unter Überschuss eindeutig erhöht gegenüber den 
Kontrollpflanzen. Die verringerte Expression von VTL5 unter Zinkmangel von den GUS-
Daten wurde bestätigt. Gleichzeitig wurde auch eine signifikante Abnahme der Expression 
von VTL1 und VTL2 unter Zinkmangel gemessen. Es zeigte sich jedoch bei allen drei Genen 
keine Veränderung, wenn sie unter Zinküberschuss angezogen wurden. Auch liegt eine 
signifikante Zunahme der Expression von VTL1 unter Manganmangel vor. Unter 
Manganüberschuss konnte aber keine signifikante Abnahme, sondern eher ebenfalls eine 
leichte Zunahme detektiert werden (Abb. 14). Die qRT-PCR Daten bestätigen größtenteils die 
GUS-Ergebnisse, so dass sich die Annahme, dass es sich bei VTL1, 2 und 5 hauptsächlich um 
Eisentransporter mit der Fähigkeit auch andere zweiwertige Metalle zu transportieren, 
verfestigt.  




Abbildung 14: qRT-PCR Analyse der ernährungsspezifischen Expression von VTL1, 2 und 5. Es wurde die RNA von 
10 Tage alten Keimlingen isoliert, die auf ES Medium mit der entsprechenden Zusammensetzung (siehe Grafik) angezogen 
wurden. Die qRT-PCR wurde anhand der Expression des Haushaltsgens Actin2 standardisiert (**, p < 0.001; *, p < 0.01; +, 
p < 0.05). Unter Eisen- und Zinkmangel ist die Expression aller drei VTL Gene signifkant verringert und unter 
Eisenüberschuss erhöht. Zusätzlich ist die Expression von VTL1 unter Manganmangel signikant erhöht. 
3.4 Untersuchung der Funktion der VTL-Proteine mittels verschiedener 
Hefemutanten (Hefekomplementationsversuche) 
Um die Funktion der VTL-Proteine zu untersuchen und eventuell mehr Ergebnisse zu 
erhalten, die eine mögliche Metall-Transport-Funktion unterstützen, wurden zuerst Hefe-
komplementationsversuche mit verschiedenen Hefemutanten durchgeführt, die jeweils eins 
der VTL Gene überexprimieren. Dafür wurden die kodierenden Sequenzen der VTL Gene in 
den Expressionsvektor pUE1 unter der Kontrolle des konstitutiv exprimierenden Promotors 
pGK kloniert und die Konstrukte in die Hefezellen transformiert (siehe 2.2.7). Die Selektion 
erfolgte auf SD-ura Medium für drei Tage bei 28 °C. 
3.4.1 Komplementation der ∆ccc1 Hefemutante 
Wie in Arabidopsis ist die Vakuole in Hefen das größte Eisenspeicherorgan. Sie schützt die 
Zellen vor toxischen, zytoplasmatischen Eisenkonzentrationen und ermöglicht gleichzeitig ein 
Wachstum über mehrere Generationen auf eisenfreiem Medium. Das CCC1 Gen kodiert für 
einen Fe2+/Mn2+ Transporter, der die Eisenaufnahme in die Vakuole katalysiert. Die ∆ccc1 
Hefemutante kann nicht auf Medien mit einer toxischen Eisenkonzentration (> 3 mM) 
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wachsen (Li et al. 2001). Aufgrund der Sequenzähnlichkeit der VTL-Proteine zu CCC1p aus 
Hefe und VIT1 aus Arabidopsis wurden zuerst Komplementationsversuche mit der ∆ccc1 
Mutante durchgeführt. Dafür wurden die ∆ccc1 Zellen jeweils mit dem Leervektor pUE1 oder 
mit einem der VTL Gene transformiert und ihre Wachstumsfähigkeit auf eisenhaltigem 
Medium (YPD-Medium + 7 mM FeSO4) untersucht. Alle VTL Gene sind in der Lage den 
Mutanten-Phänotyp zu komplementieren (Abb. 15), so dass man davon ausgehen kann, dass 
sie alle Eisen transportieren und so die zytosolische Eisenkonzentration senken können. 
 
Abbildung 15: Komplementation der ∆ccc1 Hefemutante. Der Wildtyp und die mit dem Leervektor pUE1 oder eines der 
VTL Gene transformierten Hefezellen wurden auf YPD Medium mit 7 mM FeSO4 ausgebracht und für drei Tage bei 28 °C 
inkubiert. Alle VTL Gene sind in der Lage den Mutanten-Phänotyp zu komplementieren. 
3.4.2 Komplementation der ∆pmr1, ∆smf1 und ∆zrc1 Hefemutante 
Um die Metall-Spezifität der VTL Gene zu untersuchen, wurden Komplementationsversuche 
mit weiteren Metall-Transport defizienten Hefezellen durchgeführt. Zrc1 ist neben Cot1 ein 
im Tonoplasten lokalisierter Zinktransporter, der die Aufnahme von Zink in die Vakuole 
katalysiert (Li & Kaplan, 1998). Die Überexpression eines der beiden Gene führt zur 
Erhöhung der Zink-Toleranz, bzw. der knockout zur Verringerung (Conklin et al. 1994; 
Conklin et al. 1992; Kamizono et al. 1989). Die ∆zrc1 Mutante ist nicht in der Lage, auf 
Medien mit erhöhter Zinkkonzentration (> 5 mM ZnSO4) zu wachsen (Lin et al. 2008). In 
dieser Arbeit wurden Komplementationsversuche auf YPD-Medium mit einer 
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Zinkkonzentration von 4–7 mM ZnSO4 durchgeführt. Es konnten jedoch keine positiven 
Komplementationsereignisse mit den VTL Genen detektiert werden (Abb. 16). Um zu 
untersuchen, ob die VTL Gene Mangan transportieren können, wurden zwei verschiedene 
Hefestämme verwendet, die an verschiedenen Stellen der Mangan-Homöostase ausgeschaltet 
sind. Mangan ist, wie Eisen, essentiell für das Zellwachstum (Loukin & Kung, 1995), jedoch 
in zu hohen Konzentrationen toxisch. Die Manganaufnahme erfolgt hauptsächlich über den 
Plasmamembranlokalisierten Transporter SMF1p (Supek et al. 1996). Die ∆smf1 Mutante ist 
nicht fähig auf Mangan-Mangelmedium (Zusatz von > 0,5 mM EGTA) zu wachsen. Wie in 
Abbildung 17b gezeigt, ist VTL1 in der Lage, die ∆smf1 Mutante schwach zu 
komplementieren. Pmr1p (auch als BSD1 bekannt) ist eine am Golgi Apparat lokalisierte P-
Typ ATPase die Ca2+ und Mn2+ Ionen in den Golgi transportiert (Lapinskas et al. 1995; 
Antebi & Fink, 1992; Rudolph et al. 1989). Innerhalb dieser Arbeit war die ∆pmr1 knockout 
Mutante nicht fähig auf Medien mit einer Mangankonzentration größer als 0,7 mM MnCl2 zu 
wachsen. Wie in Abbildung 17a zu sehen ist, ist VTL1 in der Lage, den Phänotyp der Mutante 
schwach zu komplementieren. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass VTL1 neben Eisen 
auch Mangan transportieren kann.  
 
Abbildung 16: Komplementation der ∆zrc1 Hefemutante. Der Wildtyp und die mit dem Leervektor pUE1 oder eines der 
VTL Gene transformierten Hefezellen wurden auf YPD Medium mit 5 mM ZnSO4 ausgebracht und für drei Tage bei 28 °C 
inkubiert. Kein VTL Gen ist in der Lage den Mutanten-Phänotyp zu komplementieren. 
 




Abbildung 17: Komplementation der ∆pmr1(a) und ∆smf1 (b) Hefemutante. Die mit dem Leervektor pUE1 oder eines 
der VTL Gene transformierten Hefezellen wurden auf YPD Medium mit 0,75 mM MnCl2 (a) oder SD-ura + 50 mM MES pH 
6,1 + 2,5 mM EGTA (b) ausgebracht und für drei Tage bei 28 °C inkubiert. Das VTL1 Gen ist in der Lage beide Mutanten-
Phänotypen schwach zu komplementieren. 
3.4.3 Bestimmung der Eisenkonzentration in Vakuolen von VTL überexprimierenden 
∆ccc1 Hefezellen 
Durch die Komplementation des ∆ccc1 Phänotyps konnte gezeigt werden, dass die VTL Gene 
in der Lage sind, Eisen zu transportieren, es bleibt jedoch weiterhin die Frage offen, wo sie 
lokalisiert sind und in welches Organell das Eisen transportiert wird oder ob es aus der Zelle 
exportiert wird. Um zu untersuchen, ob die VTL-Proteine wie VIT1 das Eisen in die Vakuole 
transportieren, wurden die Vakuolen von ∆ccc1 Zellen, die mit dem leeren pUE1 Vektor oder 
mit einem der VTL Gene transformiert waren, mittels Ficoll Gradient isoliert (2.2.9) und ihre 
Eisenkonzentration gemessen. Die Vakuolen der Zellen, die das VTL1, 2 oder 5 Gen 
überexprimieren, zeigen eine signifikant erhöhte Eisenkonzentration gegenüber den 
Kontrollvakuolen (Abb. 18a). Zusätzlich wurden VTL1 und 2 mit einem His-tag markiert und 
sowohl der Komplementationsversuch, wie auch der Ficoll-Gradient erneut durchgeführt. 
Auch die rekombinanten Proteine sind in der Lage, den Mutanten-Phänotyp zu 
komplementieren (Abb. A6). Der Ficoll-Gradient wurde fraktioniert und je 500 µl einer 
Fraktion mittels Dot-Blot auf eine Membran übertragen. Die Lokalisation der His-tag 
markierten Proteine wurde mittels Antikörpermarkierung detektiert. Außerdem wurde die 
Eisenkonzentration der einzelnen Fraktionen gemessen. Gezeigt ist als Beispiel das Ergebnis 
von VTL1. Wie man in Abbildung 18b sehen kann, korreliert eine eindeutige 
Antikörpermarkierung mit der Vakuolenfraktion im Gradienten und einer erhöhten 
Eisenkonzentration. Anhand der Ergebnisse kann angenommen werden, dass wie VIT1, 
VTL1, VTL2 und VTL5 an der Vakuolenmembran lokalisiert sind und Eisen in die Vakuole 
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transportieren. Auch im unteren Bereich des Gradienten sind eindeutige His-Signale 
detektierbar. Da man davon ausgehen kann, dass während des Versuchs viele Vakuolen 
geplatzt sind und andere auf dem Weg durch den Gradienten an anderen Phasen 
hängengeblieben sind, ist das ein nachvollziehbares Ergebnis. Abbildung 18c zeigt die 
Negativkontrolle für die His-Antikörpermarkierung. Der Dot-Blot wurde von einem 
Gradienten mit VTL1 überexprimierenden Zellen durchgeführt. Um zu bestätigen, dass sich in 
der Vakuolenfraktion wirklich und fast ausschließlich Vakuolen befinden, wurde die Fraktion 
auf einem kontinuierlichen Saccharosegradienten erneut zentrifugiert und anschließend die 
Aktivität von bekannten Markerenzymen gemessen. Wie zu erwarten war, korreliert die 
Aktivität der Bafilomycin-abhängigen ATPase (Vakuolenmarker) mit dem Proteingehalt. Die 
Aktivität für die Vanadat-abhängige ATPase (Plasmamembranmarker) und die Cytochrom c 
Reduktase (ER Marker) waren unterhalb der Nachweisgrenze (Abb. A7). 
 
Abbildung 18: Bestimmung der Eisenkonzentration von Vakuolen aus ∆ccc1 Zellen, transformiert mit VTL1-5. a) Die 
Zellen wurden in SD-/+ ura Medium + 1 mM FeSO4 angezogen und bei einer OD600 = 0,3 – 0,5 geerntet. Die Isolation der 
Vakuolen erfolgte mittels Ficoll-Gradient und der Eisengehalt wurde pro µg Protein berechnet. Die Vakuolen aus Zellen 
welche VTL1, 2 oder 5 überexprimieren enthalten signifikant mehr Eisen, als die Kontrollvakuolen. b) Ficoll-Gradient. Das 
Sternchen markiert die Vakuolenfraktion an der Grenze zwischen 0 und 4 % Ficoll. Gezeigt ist VTL1-His6. Eine 
Lokalisation erfolgte mittels Dot-Blot und anti-His Antikörpermarkierung der einzelnen Fraktionen, zusätzlich ist die 
korrespondierende Eisenkonzentration der Fraktionen mit angegeben. Es konnte eine Übereinstimmung von 
Vakuolenfraktion, Antikörpersignal und hoher Eisenkonzentration detektiert werden. c) Negativkontrolle der anti-His 
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3.5 Lokalisation der VTL Gene in Pflanzenzellen mittels Markergen 
mCherry 
Um eine Lokalisation der VTL-Proteine in Pflanzenzellen zu untersuchen wurden 
rekombinante VTL-mCherry Proteine hergestellt. Innerhalb von zwei Masterarbeiten, 
durchgeführt in der Arbeitsgruppe, konnten wir die Lokalisation für VTL1 und VTL4 
detektierten (J. Pfohl, 2013; W. Li, 2014).  
3.5.1 Lokalisation von mCherry-VTL1 
Für VTL1 konnte ein N-terminales Konstrukt erfolgreich kloniert und sowohl stabil in 
Arabidopsis, als auch transient in Tabak transformiert werden. Für die genaue Lokalisierung 
wurde jeweils Blattmaterial geerntet, daraus Protoplasten isoliert und diese mit einem Leica-
Konfokalmikroskop analysiert. Zur besseren Orientierung wurde neben dem mCherry-Signal 
zusätzlich das Chlorophyll angeregt und detektiert. In den Protoplasten ist sowohl ein 
eindeutiges mCherry-Signal (blau), wie auch ein Chlorophyll-Signal (gelb) zu sehen, welche 
gut voneinander getrennt werden können, wobei das mCherry-Signal membranständig 
lokalisiert ist (Abb. 19 A und B, entnommen aus Masterarbeit Julius Pfohl, 2013). Nach 
Zugabe von 60 %iger Saccharoselösung schrumpft die mCherry-VTL1 markierte Membran 
zusammen. Das Chlorophyll-Signal befindet sich nun eindeutig außerhalb der Membran 
(Abb. 19 C, entnommen  aus Julius Pfohl, 2013). Dieses Ergebnis deutet auf eine Lokalisation 
von mCherry-VTL1 in der Vakuolenmembran  hin. Um dies genauer zu untersuchen, wurden 
Tabakblätter (N. benthamiana) transient mit dem mCherry-VTL1 Konstrukt und dem 
Tonoplastenmarker PTR2-YFP kotransformiert, Protoplasten isoliert und erneut die Signale 
detektiert. Das YFP-Signal wurde mit 514 nm angeregt und bei 520 bis 535 nm detektiert. In 
den Protoplasten wurden eindeutig Signale für mCherry-VTL1 und PTR2-YFP gefunden. 
Beide Signale sind in der gleichen Membran und eindeutig innerhalb der Chloroplasten 
lokalisiert (Abb. 20 A und B, entnommen aus Julius Pfohl, 2013). Beruhend auf diesem und 
vorrangegangenen Ergebnissen kann man davon ausgehen, dass das VTL1 Protein in der 
Vakuolenmembran lokalisiert ist. 




Abbildung 19: Lokalisationsbilder von Protoplasten aus mit mCherry-VTL1 transformierten Pflanzen (entnommen 
aus der Masterarbeit von Julius Pfohl, 2013). Vergrößerung: 20x. Das mCherry-Signal ist blau, Anregung bei 543 nm, 
Detektion bei 590-650 nm. Das Chlorophyll-Signal ist gelb, Anregung bei 488 nm, Detektion bei 660-760 nm. A, B und C 
zeigen drei verschiedene Protoplasten. C ist mit Zugabe von 60 % Saccharoselösung. Das mCherry-Signal wird 
membranständig unterhalb der Chloroplasten lokalisiert. 




Abbildung 20: Lokalisationsbilder von Protoplasten aus mit mCherry-VTL1 und PTR2-YFP transformierten 
Tabakblättern (entnommen aus der Masterarbeit von Julius Pfohl, 2013). Vergrößerung: 20x. Das mCherry-Signal ist 
rot, Anregung bei 543 nm, Detektion bei 590-650 nm. Das YFP-Signal (Tonoplastmarker) ist gelb, Anregung bei 514 nm, 
Detektion bei 520–535 nm. Das Chlorophyll-Signal ist grün, Anregung bei 488 nm, Detektion bei 660-760 nm. Die mCherry- 
und YFP-Signale sind deckungsgleich, membranständig und unterhalb der Chloroplasten lokalisiert, was eine Lokalisation 
für VTL1 in der Vakuolenmembran zeigt. A und B zeigen zwei verschiedene Protoplasten. Das overlay bei B ist eine 
zusammengerechnete 3D Darstellung. 
3.5.2 Lokalisation von mCherry-VTL4 
Für VTL4 konnte ebenfalls ein N-terminales Konstrukt erfolgreich kloniert und transient in 
Tabakblätter transformiert werden. Bei der ersten Betrachtung der Blätter nach zwei Tagen 
mit dem Konfokalmikroskop konnte ein eindeutiges mCherry-Signal membranständig 
detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Für die genaue Lokalisierung wurden Tabakblätter 
nun mit dem mCherry-VTL4 Konstrukt und dem Plasmamembranmarker PTR1-YFP oder 
dem Tonoplastmarker PTR2-YFP kotransformiert, nach zwei Tagen das Blattmaterial 
geerntet und mikroskopisch ausgewertet. In den Blättern wurden eindeutig Signale für 
mCherry-VTL4 und PTR1-YFP gefunden. Beide Signale sind in der gleichen Membran 
lokalisiert (Abb. 21, entnommen aus Weiqiong Li, 2014). Um sich zu überzeugen, dass die 
Lokalisation in der Plasmamembran korrekt ist, wurden außerdem die Blätter nach der 
Transformation mit mCherry-VTL4 und dem Tonoplastmarker PTR2-YFP mit 
Saccharoselösung behandelt und ausgewertet. Wie man in Abbildung 22 sehen kann, ist das 
mCherry-Signal (blau) und das YFP-Signal (gelb) in zwei voneinander getrennten 
Membranen detektierbar, wobei das YFP-Signal in der inneren Membran zu finden ist (Abb. 
entnommen aus Weiqiong Li, 2014). Die Ergebnisse mit den vorhandenen Markern zeigen für 
VTL4 eine Lokalisation in der Plasmamembran der Pflanzenzellen. 




Abbildung 21: Lokalisationsbilder von mit mCherry-VTL4 und PTR1-YFP (Plasmamembranmarker) 
transformierten Tabakblättern (entnommen aus der Masterarbeit von Weiqiong Li, 2014). Vergrößerung: 20x. Das 
mCherry-Signal ist blau (B), Anregung bei 543 nm, Detektion bei 590-650 nm. Das YFP-Signal ist gelb (A), Anregung bei 
514 nm, Detektion bei 520–535 nm. Die mCherry- und YFP-Signale sind denkungsgleich (C) und membranständig 
lokalisiert. 
 
Abbildung 22: Lokalisationsbilder von mit mCherry-VTL4 und PTR2-YFP (Tonoplastmarker) transformierten 
Tabakblättern (entnommen aus der Masterarbeit von Weiqiong Li, 2014). Die Blätter wurden für 20 min in 60 %iger 
Saccharoselösung inkubiert. Vergrößerung: 20x. Das mCherry-Signal ist blau (B, E, I), Anregung bei 543 nm, Detektion bei 
590-650 nm. Das YFP-Signal ist gelb (A, D, H), Anregung bei 514 nm, Detektion bei 520–535 nm. Die mCherry- und YFP-
Signale sind in zwei voneinander getrennten Membranen lokalisiert, siehe overlay (F und J). C = Durchlicht von A und B. 
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3.5.3 Bestimmung der Eisenkonzentration von VTL4 überexprimierenden Hefezellen 
Eine Lokalisation von VTL4 in der Plasmamembran würde auch die Komplementation der 
∆ccc1 Hefemutante erklären, wenn man davon ausgeht, dass VTL4 Eisen aus der Zelle heraus 
transportiert. Um dies zu überprüfen wurde die Eisenkonzentration von ∆ccc1 Zellen, die mit 
VTL4-pUE1, VTL1-pUE1 oder dem Leerkonvektor pUE1 transformiert waren, gemessen.  
Dafür wurden die Zellen in SD-ura Medium + 1 mM FeSO4 bis zu einer OD600 = 0,8-1,0 
angezogen, geerntet, einmal in 0,9 %iger KCl-Lösung gewaschen, um externes Eisen zu 
entfernen und dann in definierten Volumina aliquotiert und über Nacht bei 60 °C getrocknet. 
Die Eisenbestimmung erfolgte mittels Säureaufschluss nach Wolfgang Schmidt. Für die 
Berechnung wurden drei verschiedene Bezugsgrößen verwendet. Der Proteingehalt wurde 
nach Bradford bestimmt, die Zellzahl wurde mit einer Thoma Zählkammer ermittelt und das 
Trockengewicht wurde gewogen. Die Eisenmessung ergab bei allen drei Bezugsgrößen eine 
signifikante Verringerung im Eisengehalt von VTL4 überexprimierenden Zellen im Vergleich 
zu den Kontrollen (Abb. 23, gezeigt ist das Ergebnis mit dem Proteingehalt als Bezugsgröße, 
entnommen aus Weiqong Li, 2014). Die Ergebnisse der Eisenmessung unterstützen die 
Lokalisation von VTL4 in der Plasmamembran und eine Eisentransportfunktion. 
 
Abbildung 23: Eisenmessung von ∆ccc1 Zellen transformiert mit dem Leervektor pUE1, VTL1-pUE1 oder VTL4-
pUE1. Anzucht der Zellen in SD-ura Medium + 1 mM FeSO4. Eisenmessung mittels Säureaufschluss. Die VTL4 
überexprimierenden Zellen zeigen einen signifikant (p< 0,05) geringeren Eisengehalt als die Kontrollzellen (Versuch 
durchgeführt von Weiqiong Li im Rahmen einer Masterarbeit). 
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3.5.4 Bestimmung der Eisenkonzentration von VTL3 überexprimierenden Hefezellen 
In den vorangegangenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass VTL3 in der Lage ist, 
den Mutanten-Phänotyp der ∆ccc1 Mutante zu komplementieren. Außerdem ist die 
Expression von VTL3 in Arabidopsis Pflanzen eisenabhängig, sie erhöht sich  mit 
zunehmender Eisenkonzentration. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass auch VTL3 in der 
Eisenhomöostase eine Rolle spielt. In Anlehnung an das Ergebnis der Eisenmessung von 
VTL4 überexprimierenden Hefezellen, wurde die Eisenkonzentration von VTL3 
überexprimierenden ∆ccc1 Hefezellen gemessen. Wie man in Abbildung 24 sehen kann, 
haben auch die VTL3 überexprimierenden Hefezellen einen signifikant verringerten 
Eisengehalt verglichen mit den Kontrollzellen. Dieses Ergebnis zeigt, dass auch VTL3 Eisen 
transportieren kann und lässt zusätzlich eine Lokalisation in der Plasmamembran vermuten. 
 
Abbildung 24: Eisenmessung von ∆ccc1 Zellen transformiert mit dem Leervektor pUE1, VTL1-pUE oder VTL3-
pUE1. Anzucht der Zellen in SD-ura Medium + 1 mM FeSO4. Eisenmessung mittels Säureaufschluss. Die VTL3 
überexprimierenden Zellen zeigen einen signifikant (p< 0,05) geringeren Eisengehalt als die Kontrollzellen. 
3.6 Komplementation der vit1-1 und nramp3/nramp4  Arabidopsis Mutanten  
Um die Funktion der VTL Gene in Pflanzen zu charakterisieren, wurden die VTL Gene in 
verschiedenen Eisentransport defizienten Arabidopsis Mutanten überexprimiert und die 
Transformaten auf eine mögliche Komplementation hin untersucht. Hierfür wurden die 
kodierenden Sequenzen der VTL Gene in den Expressionsvektor GL1 unter der Kontrolle des 
konstitutiv exprimierenden Promotors CaMV35S kloniert und durch Agrobakterien-
vermittelte Transformation (Floral Dip) in die Wirtspflanze integriert. Die erfolgreiche 
Überexpression konnte mittels semiquantitativer PCR in den entsprechenden Linien detektiert 
werden (Abb. 25).  




Abbildung 25: Überprüfung der Überexpression der VTL Gene in der nramp3/4 (a) und vit1 (b) Mutante von 
Arabidopsis, mittels semiquantitativer PCR Analyse. RNA Isolation aus Blattmaterial und cDNA Synthese. (Primer: siehe 
Tabelle 3; Klonierung in pUE1 Vektor). Die jeweilige Überexpression konnte detektiert werden. 
3.6.1 Komplementation der vit1-1 Arabidopsis Mutante 
Das VIT1 Protein aus Arabidopsis ist an der Vakuolenmembran lokalisiert und katalysiert den 
Transport von Eisen und Mangan aus dem Zytoplasma in die Vakuole. Die größte Aktivität 
konnte in Parenchymzellen des Leitgefäßsystems in sich entwickelnden Embryonen gemessen 
werden. Die vit1-1 knockout Mutante zeigt einen chlorotischen und im Wachstum gehemmten 
Phänotyp, wenn sie auf alkalischem Boden (Boden mit schlechter Eisenverfügbarkeit) 
angezogen wird. Der beruht darauf, dass während der Samenbildung nicht genug Eisen in den 
Vakuolen der provasculären Zellen gespeichert werden kann, was dann während der Keimung 
zur Verfügung steht und über das vasculäre System verteilt wird (Kim et al. 2006 b). 
Innerhalb dieser Arbeit wurden die Samen auf ES Medium mit 0 µM Eisen und dem Zusatz 
von 100 µM Ferrozin (Fe2+ Chelator) angezogen. Nach 13 Tagen zeigten die Keimlinge einen 
deutlichen Phänotyp verglichen mit dem Wildtyp, sie haben ein gehemmtes Wurzelwachstum 
und chlorotische Keimblätter (Abb. 26). Eine Überexpression der VTL Gene komplementiert 
diesen Phänotyp, die Wurzellängen der transgenen Pflanzen sind signifikant länger als die der 
Mutante und sogar länger als die der Wildtyp Pflanzen (Abb. 27).  




Abbildung 26: Vergleich vom Wachstum der Keimlinge der vit1-1 Mutante alleine und transformiert mit je einem 
VTL Gen oder dem Leervektor GL1. Die Keimlinge wurden für 13 Tage auf ES Medium mit 0 µM Fe + 100 µM Ferrozin, 
angezogen und anschließend der Phänotyp analysiert. Alle VTL Gene sind durch Überexpression in der Lage, den vit1-1 
Mutanten-Phänotyp zu komplementieren. Die Wurzellängen der Überexpressionslinien entsprechen optisch denen des 
Wildtyps. 
 
Abbildung 27: Messung und Vergleich der Wurzellängen der vit1-1 Mutante, des Wildtyps und der transgenen Linien 
(vit1-1 + VTL Gen). Messung der Wurzellängen von 13 Tage alten Keimlingen (vit1-1 Mutante transformiert mit Leervektor 
(GL1) oder einem VTL Gen). Die Keimlinge wurden auf ES Medium mit 0 µM Eisen + 100 µM Ferrozin angezogen. Die 
Sternchen und das Plus markieren einen signifikanten Unterschied zum Wildtyp (*,  p < 0,001, +,  p < 0,005). Deutlich wird, 
dass die VTL überexprimierenden Linien deutlich längere Wurzeln, als die Mutante und sogar als der Wildtyp aufweisen. 
3.6.1.1 Untersuchung der Eisenverteilung in transgenen vit1-1 Embryonen 
Die Eisenkonzentration in den vit1-1 Samen unterscheidet sich nicht von Wildtypsamen, 
jedoch kommt es zu einer veränderten Verteilung des Eisens innerhalb der Samen. In 
Wildtypsamen ist das meiste Eisen in den Vakuolen der Zellen der provaskulären Bahnen im 
Hypokotyl, der Keimwurzel und den Keimblättern lokalisiert. In den Mutantensamen kommt 
hier kein Eisen vor, es ist eher diffus im Hypokotyl, der Keimwurzel und den Epidermiszellen 
der Keimblätter verteilt (Kim et al. 2006 b). Um zu untersuchen, ob die Überexpression der 
VTL Gene wieder eine Umverteilung des Eisens hervorruft oder die Komplementation eher 
auf der erhöhten Speicherung von Eisen in der Vakuole beruht, wurde das Eisen mittels Perls 
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Staining in Wildtyp-, Mutanten und transgenen Embryonen angefärbt. Im Wildtyp ist eine 
Lokalisation des Eisens im Gefäßsystem sichtbar, dagegen wirkt die Verteilung in der vit1-1 
Mutante, wie in der Literatur beschrieben, eher unspezifisch bzw. diffus (Abb. 28a). Obwohl 
die Überexpression der VTL Gene das gehemmte Wachstum der Mutante unter 
Eisenmangelbedingungen komplementieren kann, wirkt die Verteilung des Eisens in den 
transgenen Embryonen auch diffus, so dass kein Unterschied zur Mutante sichtbar ist (Abb. 
28 a und b). Somit kann der Komplementations-Effekt nicht auf diesem Wege erklärt werden. 
Daraufhin wurde die Eisenkonzentration der Mutantensamen und transgenen Mutantensamen 
gemessen und mit dem Wildtyp verglichen, es konnte jedoch kein Unterschied im Eisengehalt 
detektiert werden (Abb. A8).  
 
 
Abbildung 28: Eisenfärbung mittels Perls Staining in transgenen vit1-1 Embryonen. Inkubation der isolierten 
Embryonen für 18 h in Perls Lösung. Im Wildtyp ist eine Lokalisation des Eisens im Gefäßsystem sichtbar (a). In der vit1-1 
Mutante (a) und den transgenen Embryonen (a und b) ist keine klare Lokalisation erkennbar, somit kann der 
Komplementations-Effekt nicht mit einer verschobenen Eisenverteilung erklärt werden. 
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3.6.2 Komplementation der nramp3/nramp4 Arabidopsis Doppelmutante 
Beide Proteine, Nramp3 und Nramp4, sind Eisentransporter, die an der Vakuolenmembran 
lokalisiert sind und Eisen bei Bedarf aus der Vakuole ins Zytosol transportieren. Sie sind 
redundant. Ein Mutanten-Phänotyp zeigt sich nur in 4-5 Tage alten Keimlingen der 
Doppelmutante, wenn diese unter Eisenmangelbedingungen angezogen werden. Da die 
Keimlinge kein Eisen aus der Vakuole mobilisieren können, zeigen sie ein vermindertes 
Wachstum mit chlorotischen Kotyledonen und verkürzten Wurzeln. Nach 7-8 Tagen 
verschwindet der Phänotyp, da IRT1 exprimiert wird und Eisen aus dem Medium 
aufgenommen werden kann (Lanquar et al. 2005). In diesem Komplementationsversuch 
wurden Wildtyp, nramp3/4 Doppelmutanten, nramp3/4 + Leervektor (GL1) und nramp3/4 + 
VTL-Gen Keimlinge auf ES-Medium mit 0 µM Eisen angezogen und die Wurzellängen nach 
fünf Tagen Wachstum gemessen. Wie in Abbildung 29 und 30 gezeigt, haben die Keimlinge 
der Doppelmutante und die Doppelmutante transformiert mit dem Leervektor (GL1) deutlich 
verkürzte Wurzeln, verglichen mit dem Wildtyp. Die Überexpression der VTL Gene in der 
nramp3/4 Doppelmutante komplementiert den Phänotyp. Die Wurzeln sind signifikant länger, 
als die der Doppelmutante, jedoch nicht so lang wie des Wildtyps. Da in der nramp3/4 
Doppelmutante  Eisen Efflux Carrier ausgeschaltet sind, die VTL Gene in der Δccc1 Hefe-
Mutante und der vit1-1 Mutante aber den Eisentransport in die Vakuole komplementieren, 
erscheinen die beiden Ergebnisse auf den ersten Blick widersprüchlich. Eine mögliche 
Erklärung ist, dass die Überexpression der VTL Gene in der nramp3/4 Doppelmutante 
insgesamt die Eisenkonzentration in den Samen erhöht, so dass während der Keimung mehr 
Eisen zur Verfügung steht und so der Phänotyp teilweise komplementiert werden kann. Um 
diese Hypothese zu untersuchen, wurde die Eisenkonzentration in den Samen der 
komplementierenden Linien gemessen und mit dem Eisengehalt aus Wildtyp-, und 
Mutantensamen verglichen. Wie aus vorherigen Ergebnissen bekannt (Lanquar et al. 2005) 
unterscheidet sich der Eisengehalt von Wildtyp- und Mutantensamen nicht. Auch die 
Vektorkontrolle (GL1-1, GL1-2) zeigt keinen veränderten Wert (Abb. 31). In den Samen der 
VTL1, 2 und 5 überexprimerenden Pflanzen konnte dagegen ein signifikant erhöhter 
Eisengehalt gemessen werden, was die Vermutung unterstützt. Die VTL3 und VTL4 
transgenen Pflanzen können ebenso eindeutig den Phänotyp komplementieren, trotzdem ist 
hier kein veränderter Eisengehalt messbar.  




Abbildung 29: Vergleich vom Wachstum der Keimlinge der nramp3/4 Doppelmutante alleine und transformiert mit je 
einem VTL Gen oder dem Leervektor GL1. Die Keimlinge wurden für fünf Tage auf ES Medium mit 0 µM Fe angezogen 
und anschließend der Phänotyp analysiert. Alle VTL Gene sind durch Überexpression in der Lage, den nramp4/nramp4 
Mutanten-Phänotyp zu komplementieren. Die Wurzellängen der Überexpressionslinien entsprechen optisch denen des 
Wildtyps. 
 
Abbildung 30: Messung und Vergleich der Wurzellängen der nramp3/nramp4 Doppelmutante, des Wildtyps und der 
transgenen Linien (nramp3/nramp4 + VTL Gen). Messung der Wurzellängen von fünf Tage alten Keimlingen 
(nramp3/nramp4 Doppelmutante transformiert mit Leervektor (GL1) oder einem VTL Gen). Die VTL Gen 
überexprimierenden Linien besitzen signifikant längere Wurzeln als die Mutante. Die Keimlinge wurden auf ES Medium mit 
0 µM Eisen angezogen. Die Sternchen markieren einen signifikanten Unterschied zum Wildtyp (p < 0,001). 
 




Abbildung 31: Messung der Eisenkonzentration in Arabidopsis Samen. Die Eisenkonzentration wurde in Wildtyp, 
nramp3/4 Doppelmutanten- und Mutantensamen transformiert mit dem Leervektor (GL1) oder einem der VTL Gene, 
gemessen. Die VTL1, VTL2 und VTL5 überexprimierenden Linien besitzen einen signifikant erhöhten Eisengehalt in den 
Samen verglichen mit dem Wildtyp und der Mutante (*, p < 0,05). 
3.7 VTL knockout Mutanten   
Knockout Mutanten mit einem eindeutigen Phänotyp ermöglichen eine genauere 
Untersuchung der Funktion der zu untersuchenden Gene. Es gibt nur für  VTL 2-5 T-DNA 
Mutanten, von denen nur VTL3 und 5 homozygot sind. Für VTL1 konnte keine T-DNA 
Mutante identifiziert werden (uNASC). Bei den Untersuchungen der vorhandenen T-DNA 
Mutanten konnte kein offensichtlicher Phänotyp allgemein und in Abhängigkeit von der 
Eisenernährung identifiziert werden. Die Keimlinge und Pflanzen unterscheiden sich weder in 
Wuchsform, Größe oder Färbung noch zeigen sie eine verzögerte Entwicklung gegenüber 
dem Wildtyp (Anhang Abb. A9).  
3.7.1 Untersuchung der vtl3 und vtl5 knockout Mutante 
Im weiteren Ansatz wurde untersucht, ob sich der knockout von VTL3 oder VTL5 auf die 
Expression der anderen VTL Gene auswirkt. Dafür wurden die Pflanzen wie in 3.1 angezogen, 
geerntet, die RNA isoliert, cDNA synthetisiert und die Expression in den Wurzeln untersucht. 
Wenn VTL3 oder VTL5 nicht exprimiert werden, sind alle anderen VTL Gene trotzdem 
eindeutig detektierbar. Jedoch scheint sich das Expressionsmuster in Abhängigkeit von der 
Eisenernährung zu verändern. Die Zunahme der Expression mit zunehmender 
Eisenkonzentration im Medium von VTL1, 2 und je nach Mutante 3 oder 5 ist weniger stark 
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ausgeprägt als im Wildtyp. VTL1 zeigt in der vtl3 knockout Mutante noch eine eindeutige 
Zunahme von –Fe zu 5 µM Eisen (Abb. 32a), was in der vtl5 knockout Mutante nicht zu sehen 
ist (Abb. 32b). Auch ist die Expressionszunahme aller VTL`s in der vtl3 Mutante bei 
Eisenüberschuss (120 µM) nicht detektierbar (Abb. 32a). 
 
Abbildung 32: Semiquantitative PCR Analyse der VTL Gene  in Abhängigkeit von der Eisenernährung in der vtl3 (a) 
oder der vtl5 (b) knockout Mutante. Die Expression wurde in vier Wochen alten Pflanzen, die für 10 Tage auf dem 
entsprechenden Medium in Hydrokultur kultiviert wurden, analysiert. Die eisenabhängige Expression der jeweils 
verbleibenden VTL Gene ist in den Mutanten weniger stark ausgeprägt als im Wildtyp. 
Drei der VTL Gene ursprünglich in einer Analyse der Kurzzeitantwort auf Eisenmangel 
identifiziert wurden und für VIT1 ist bekannt, dass er fast ausschließlich im Embryo 
exprimiert wird. Beruhend darauf wurde die Expression der VTL Gene auch in vier Wochen 
alten Pflanzen, die nur 5–24 Stunden unter Eisenmangel bzw. Eisenüberschuss (120 µM) 
angezogen wurden und in Keimlingen mittels semiquantitativer PCR untersucht. Wie die 
ursprünglichen Microarray Daten (Buckhout et al. 2009), zeigt auch die PCR Analyse eine 
schnelle Expressionsabnahme unter Eisenmangel für VTL1 und VTL5 in Wildtyp Pflanzen. 
Für VTL2 konnte in diesem Experiment im Wildtyp kein Unterschied zur Normalernährung 
detektiert werden, jedoch eine schwache Zunahme unter Eisenüberschuss in der vtl5 Mutante 
und insgesamt eine schwache Expression in der vtl3 Mutante. Auffällig ist auch, dass die 
Anpassung von VTL1 in den beiden knockout Mutanten stärker ausgeprägt ist, als im Wildtyp. 
Die Expression von VTL3 wirkt in der vtl5 Mutante leicht erhöht gegenüber dem Wildtyp. Im 
Gegensatz zu den bisher erhaltenen Daten kann für VTL4 eine eindeutige eisenabhängige 
Expressionszunahme in den beiden Mutanten detektiert werden, allerdings nur unter 
Überschussbedingungen (Abb. 33). Die Untersuchung der Expression in fünf Tage alten 
Keimlingen, die unter verschiedener Eisenfütterung in Flüssigkultur (ES Medium +/- x µM 
Fe) angezogen wurden, zeigte weiterhin eine eindeutige eisenabhängige Anpassung der 
Expression von VTL2 und VTL3 im Wildtyp und für VTL3 in der vtl5 Mutante. Interessant ist 
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jedoch, dass die Expression von VTL2 im vtl3 Hintergrund gleichbleibend gering ist und zwar 
ungefähr auf dem Level von 0 µM Eisen beim Wildtyp. Die Expressionsänderung aufgrund 
von Eisen von VTL1 ist in allen drei Linien in den Keimlingen schwächer ausgeprägt, als in 
adulten Pflanzen. Für VTL4 kann weiterhin keine Anpassung detektiert werden. 
Überraschenderweise zeigt VTL5 in Keimlingen auch keine ernährungsbedingte Anpassung 
der Expression (Abb. 34). 
 
Abbildung 33: Semiquantitative PCR Analyse der Kurzzeitantwort der VTL Gene auf Eisen in Wildtyp, vtl3 und vtl5 
Pflanzenwurzeln. Vier Wochen alte Pflanzen wurden in Hydrokultur (- = 0 µM Eisen, + = 120 µM Eisen) für 5 – 24 h 
kultiviert. Anschließend wurde die RNA der Wurzeln isoliert und cDNA synthetisiert. VTL1 und VTL5 zeigt eine 
Kurzzeitantwort in allen Linien. Für VTL2 kann keine eisenbedingte Expression im Wildtyp und insgesamt eine schwache 
Expressiom in der vtl3 Mutante detektiert werden. Die Expression von VTL3 ist in der vtl5 Mutante gegenüber dem Wildtyp 
erhöht und VTL4 zeigt unter Eisenüberschuss eine Expressionserhöhung in allen Linien. 
 
Abbildung 34: Semiquantitative PCR Analyse von fünf Tage alten WT, vtl3 und vtl5 Keimlingen. Anzucht in 
Flüssigkultur (ES Medium mit verschiedener Eisenkonzentration) unter Kurztagbedingungen. Die eisenabhängige 
Expressionsänderung von VTL1 ist in den Keimlingen in allen drei Lininen schwächer ausgeprägt, als in adulten Pflanzen. 
Die Expression von VTL2 ist in der vtl3 Mutante auffällig schwach. VTL4 und interessanterweise auch VTL5 werden 
konstant exprimiert. 
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Basierend auf diesen Ergebnissen wurde der Gesamteisengehalt von Spross und Wurzel in 
Abhängigkeit von der Eisenernährung der vtl3 und vtl5 Mutante untersucht und mit dem 
Wildtyp verglichen. Dafür wurden vier Wochen alte Pflanzen für 10 Tage unter verschiedener 
Eisenfütterung in Hydrokultur angezogen, Spross und Wurzel geerntet und der 
Gesamteisengehalt bestimmt. Unter Eisenmangel bzw. Normalernährung konnte kein 
Unterschied im Eisengehalt gegenüber dem Wildtyp gemessen werden. Bei einer Eisen-
Überschuss Ernährung kommt es jedoch zu einer signifikanten Erhöhung im Spross in der vtl3 
Mutante und einer  Verringerung in der Wurzel in der vtl3 und vtl5 Mutante, verglichen mit 
dem Wildtyp (Abb. 35) (Gollhofer et al. 2011). Daraufhin wurde die Aktivität der Fe3+ 
Chelatreduktase (FRO2) in beiden Mutanten gemessen, es konnte jedoch kein Unterschied 
zum Wildtyp detektiert werden (Abb. A10). Zusammenfassend geben die Ergebnisse keinen 
klaren Aufschluss über die Funktion von VTL3 und VTL5, sie unterstützen aber die 
Vermutung, dass zumindest VTL3 und VTL5 eine  Rolle bei der Regulation der 
Eisenhomöostase spielen und eventuell in die Regulation der Eisenverteilung innerhalb der 
Pflanze integriert sind. Außerdem erscheint eine Regulation der VTL Gene untereinander 
möglich. Die gleiche Untersuchung der heterozygoten Mutanten ergab keine signifikanten 
Unterschiede (Abb. A11).  
 
Abbildung 35: Messung der Eisenkonzentration in Spross und Wurzel der vtl3 und vtl5 knockout Mutante in 
Abhängigkeit von der Eisenernährung. Vier Wochen alte Arabidopsis Pflanzen wurden für 10 Tage in Hydrokultur mit 
verschiedener Eisenkonzentration kultiviert. Der Spross der vtl3 Mutante besitzt einen signifikant höheren bzw. die Wurzeln 
der vtl3 und vtl5 Mutante einen signifikant geringeren Eisengehalt als der Wildtyp (*, p < 0,05) (Messung durchgeführt von 
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3.7.2 Herstellung einer vtl1 knockout Mutante 
Um eine vtl1 Mutanten Linie herzustellen, wurde zum einen probiert, eine antisense Linie und 
zum anderen eine RNAi Linie zu erzeugen. Mit beiden Ansätzen ist es nicht gelungen eine 
homozygote vtl1 Mutante herzustellen. Eine Untersuchung der Schoten aus der T1 Generation 
der RNAi Linie (Wildtyp Pflanzen transformiert mit dem RNAi Konstrukt) zeigt jedoch, dass 
es zu einem letalen Effekt kommt. Innerhalb einer Schote der transformierten Pflanzen bilden 
signifikant mehr Samenanlagen keinen Samen aus, als in Vergleichsschoten vom Wildtyp 
oder Wildtyppflanzen transformiert mit einem Kontrollkonstrukt (VTL1-mCherry) (Abb. 33). 
Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass ein knockout von VTL1 embryoletal wirkt, wodurch 
sich auch erklären lässt, dass man keine T-DNA Mutante erhalten kann. 
 
Abbildung 36: Vergleich der Samenanlagen in Schoten von Wildtyp Pflanzen, Wildtyppflanzen transformiert mit 
VTL1-mCherry (Kontrollkonstrukt) oder VTL1-RNAi. VTL1-RNAi zeigt verkümmerte Samenanlagen  
Transformation wirkt embryoletal. 




Ergebnis dieser Arbeit ist die Identifizierung und Charakterisierung einer kleinen Familie von 
fünf VIT-like-Transporter (Vacuolar iron Transporter Like) (VTL) Genen in Arabidopsis 
thaliana, denen eine Funktion im Eisentransport zugeschrieben wird.  
Eine erhöhte Konzentration von freiem Eisen (Fe2+) innerhalb der Zelle ist aufgrund seiner 
Reaktivität mit Sauerstoff und den daraus resultierenden Hydroxylradikalen, toxisch (Kehrer, 
2000; Halliwell & Gutteridge, 1990). Gleichzeitig ist Eisen ein essentieller Nährstoff, der 
trotz seiner hohen Konzentration in der Erdkruste schwer verfügbar ist, weswegen es häufig 
zu Mangelerscheinungen bei den höheren Lebewesen kommt (Vose, 1982). Innerhalb der 
Nahrungskette sind Pflanzen die einzige Eisenquelle für Tiere und Menschen, so dass es für 
die Weltbevölkerung von großem Interesse ist, die verfügbare Eisenkonzentration, speziell 
von Kulturpflanzen, zu erhöhen, was gleichzeitig zur Ertragssteigerung dieser führt. Höhere 
Pflanzen haben spezielle Mechanismen entwickelt, um einerseits die Eisenaufnahme zu 
erhöhen und andererseits durch gezielten Transport und Speicherung eine toxische 
Zellkonzentration zu vermeiden (Römheld & Marschner, 1986). Die vollständige 
Identifizierung und Aufklärung, der an der Eisenhomöostase beteiligten Mechanismen, würde 
eine gezielt molekulare Züchtung ermöglichen, die die Eiseneffizienz erhöht. 
4.1 Eisenabhängige Expression, phylogenetische Einordnung und 
Sequenzanalyse der VTL Gene  
Durchgehend konsistent zeigten mehrere Ergebnisse in dieser Arbeit (Abb. 8, 11, 13 und 14), 
dass vier der fünf VTL Gene (VTL1-3 und VTL5) eisenabhängig exprimiert werden. Unter 
Eisenmangel kommt es zu einer schnellen Verminderung  der Expression in den Wurzeln von 
vier Wochen alten Pflanzen und in Keimlingen. Die Ergebnisse für VTL1, 2 und 5 sind 
deckungsgleich mit Ergebnissen vorangegangener Arbeiten (Yang et al. 2010; Buckhout et al. 
2009; Dinneny et al. 2008). García et al. zeigt jedoch eine Expressionszunahme für VTL1, 2 
und 5 unter Eisenmangel in den Wurzeln (García et al. 2010). Innerhalb dieser Arbeit konnte 
keine offensichtliche Erklärung für diese Diskrepanz genannt werden. Jedoch erscheint die 
Regulation der VTL Gene, wie die gesamte Regulation der Eisenhomöostase, sehr komplex, 
so dass verschiedene Versuchsbedingungen (Dauer des Eisenmangels, Alter der Pflanzen 
usw.) eine mögliche Ursache darstellen können.  
Die Verwandtschaftsanalyse der VTL Gene innerhalb von Arabidopsis zeigt, dass sie 
untereinander sehr ähnlich sind (61–88 % Homologie) und eine 30 %ige Homologie zu VIT1 
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(Abb. 5), einem an der Vakuole lokalisiertem Eisen und Mangan Transporter (Kim et al. 2006 
b), besitzen. Die Analyse der AS-Sequenz und der putativen Sekundärstruktur zeigt, dass alle 
VTL-Proteine, wie VIT1, fünf Transmembrandomänen und eine CCC1-like Domäne 
aufweisen (Abb. 9). Proteine mit einer CCC1-like Domäne sind weit verbreitet in Pflanzen. 
Die phylogenetische Einordnung der VTL Gene zeigt daher auch eine relativ nahe 
Verwandtschaft zu Genen in Reis, Mais, Moosen, Pappel, Rhizinus und Chlamydomonas 
(Abb. 6). Die beiden aufgeführten Gene aus Chlamydomonas kodieren für putative an der 
Vakuolenmembran lokalisierte Transporter, die die Eisenaufnahme in die Vakuole 
katalysieren (Urzica et al. 2012). Ein Vergleich der Aminosäuresequenzen dieser Proteine mit 
den VTL-Proteinen, weist eine Sequenzhomologie von 37–38 % auf (Abb. 7). Basierend auf 
diesen Ergebnissen, wurde die Arbeitshypothese aufgestellt, dass es sich, wie in anderen 
Organismen auch, bei AtVIT1 „nur“ um einen von mehreren CCC1-like Transportern in 
Arabidopsis handelt und dass zumindest einige der VTL Gene eine homologe Funktion 
übernehmen. 
4.2 Eisentransportaktivität der VTL Proteine   
4.2.1 Komplementation der ∆ccc1 Hefemutante 
In Bezug auf die Eisenaufnahme gehört Arabidopsis thaliana zu den Strategie-I-Pflanzen. 
Jedoch speichert sie, wie Hefen und Chlamydomonas reinhardtii, im Unterschied zu vielen 
anderen höheren Pflanzen, das meiste Eisen  in der Vakuole, statt an Ferritin gebunden in den 
Chloroplasten (Lanquar et al. 2010). Bis heute wurden für Arabidopsis vier Proteine (VIT1, 
FPN2, Nramp3 und Nramp4) identifiziert, die eine vakuoläre Eisentransportaktivität besitzen. 
Während Nramp3 und Nramp4 redundant zueinander sind und Eisen während der Keimung 
aus der Vakuole mobilisieren (Lanquar et al. 2005), konnte für VIT1 ein Import gezeigt 
werden (Kim et al. 2006 b). FPN2 transportiert vorwiegend Cobalt in die Vakuole, es konnte 
aber auch eine Transportaktivität für Fe2+ Ionen gezeigt werden (Morrissey et al. 2009). VIT1 
hat eine 62 %ige Sequenzähnlichkeit zu dem aus Hefen bekannten vakuolären Eisen und 
Mangan Transporter CCC1p und ist in der Lage, den Mutanten-Phänotyp der ∆ccc1 knockout 
Mutante, ebenso wie mehrere VIT Homologe aus anderen Spezies (OsVIT1, OsVIT2 und 
TgVIT1), zu komplementieren (Zhang et al. 2012; Momonoi et al. 2009; Kim et al. 2006 b). 
Die ∆ccc1 knockout Mutante ist hypersensitiv gegenüber erhöhten extrazellulären 
Eisenkonzentrationen, so dass sie nicht in der Lage ist, auf Medien mit mehr als 3 mM FeSO4 
zu wachsen (Li et al. 2001). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die heterologe 
Expression von VTL1-5 in ∆ccc1 Zellen auch den Mutanten-Phänotyp komplementieren kann 
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(Abb. 15). Dadurch erscheint eine Eisentransportaktivität der VTL Proteine sehr 
wahrscheinlich. 
 4.2.2 Komplementation der vit1-1 und nramp3/nramp4 Doppelmutante  
Die vermutete Funktion von VTL1-5 als Eisentransporter wird durch die Fähigkeit der 
einzelnen Gene, sowohl den Phänotyp der nramp3/nramp4 Doppelmutante, wie auch der  
vit1-1 Mutante zu komplementieren, unterstützt (Abb. 26, 27, 29, 30). Wie oben beschrieben, 
handelt es sich bei Nramp3 und Nramp4 um zwei redundant wirkende Eisen- und 
Mangantransporter, die den Eisenexport aus der Vakuole während der Keimung katalysieren. 
Die Doppelmutante zeigt ein verzögertes Wurzelwachstum und chlorotische Kotyledonen in 
den ersten Tagen der Keimung, wenn sie unter Eisenmangel angezogen wird, da nicht 
ausreichendes Eisen aus der Vakuole mobilisiert werden kann (Lanquar et al. 2005). Der 
Phänotyp verschwindet mit zunehmendem Wachstum, bzw. tritt nicht auf, wenn dem Medium 
Eisen zugesetzt oder eines der VTL Gene in der Mutante überexprimiert wird (Abb. 30). Die 
Messung der totalen Eisenkonzentration von Samen der nramp3/nramp4 Doppelmutante, die 
VTL1, 2, 3, 4 oder 5 überexprimieren, zeigte, dass die Überexpression von VTL1, VTL2 oder 
VTL5 zu einer signifikanten Erhöhung des Eisengehalts verglichen mit den Mutanten- und 
Wildtypsamen, führt (Abb. 31). Dies lässt vermuten, dass die Erhöhung der 
Eisenkonzentration, vorzugsweise in der Vakuole, ausreicht den mangelnden Efflux zu 
kompensieren. Die Tatsache, dass VTL3 und VTL4 auch den Phänotyp komplementieren, 
jedoch keine erhöhte Eisenkonzentration in den Samen detektiert werden konnte, lässt sich 
schwerer erklären. Ein möglicher Erklärungsansatz liegt nicht allein in dem erhöhten 
Eisengehalt, sondern eventuell auch in einer veränderten Lokalisation des Eisens. Bis heute 
konnten dahingehende Versuche jedoch keine veränderte Lokalisation zwischen Wildtyp und 
Mutante aufzeigen (Popescu, 2014; Roschzttardtz et al. 2013).  
Auch der Mutanten-Phänotyp der vit1-1 Mutante, der in dieser Arbeit ebenfalls durch ein 
vermindertes Wurzelwachstum und chlorotische Kotyledonen bei Keimung auf Eisen-
defizientem Medium gekennzeichnet war, wurde durch die Überexpression der einzelnen VTL 
Gene komplementiert (Abb. 27). Der Phänotyp beruht auf einer veränderten, eher diffusen, 
Verteilung des Eisens innerhalb des Embryos, wobei die Gesamteisenkonzentration im Samen 
unverändert bleibt (Kim et al. 2006 b). Was genau die Grundlage des 
Komplementationseffekts ist, konnte in dieser Arbeit nicht geklärt werden. Es wurde die 
Verteilung des Eisens in Embryonen von Wildtyp- Mutanten- und transgenen 
Mutantenpflanzen mittels Perls Staining untersucht. Die eher diffuse Eisenverteilung in der 
Mutante gegenüber dem Wildtyp konnte bestätigt werden. Jedoch zeigten die transgenen 
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Embryonen auch den Mutanten-Phänotyp (Abb. 28). In einem weiteren Ansatz wurde die 
Gesamteisenkonzentration der transgenen Samen gemessen, um zu untersuchen, ob die 
Überexpression der VTL Gene, wie bei der nramp3/4 Doppelmutante, diese erhöht. Es konnte 
jedoch in keiner transgenen Linie ein Unterschied zum Wildtyp und zur Mutante gemessen 
werden (Abb. A8). 
Das die VTL Gene in der Lage sind, sowohl die Funktion von einem vakuolären 
Eisenimporter, wie auch von zwei vakuolären Eisen-Efflux-Carriern zu komplementieren 
erscheint widersprüchlich und dient als Beispiel dafür, wie komplex die Eisenregulation in 
Pflanzen ist. Von daher bedarf es einer genauen Aufkärung der Grundlage des 
Komplementationseffektes, sowohl von der nramp4/nramp4 Doppelmutante, wie auch von 
der vit1-1 Mutante, wobei ein erster Schritt die Untersuchung der intrazellulären Lokalisation 
der VTL Gene darstellt. Nichtsdestotrotz beweisen die Ergebnisse, dass die VTL Gene in 
Pflanzen in vivo eine Eisentransportaktivität besitzen. 
4.3 Intrazellulare Lokalisation der VTL Transporter 
4.3.1 Lokalisation der Eisentransporter VTL1, 2 und 5 an der Vakuolenmembran  
Weiterführende Untersuchungen zeigten, dass die vakuoläre Eisenkonzentration von ∆ccc1 
Zellen, die VTL1, 2 oder 5 heterolog exprimieren, signifikant erhöht ist gegenüber den 
Kontrollzellen (Abb. 18a). Diese Ergebnisse und die Tatsache, dass ein eindeutiges His-
Antikörper-Signal mit der Vakuolenfraktion des Ficoll Gradientens und einer erhöhten 
Eisenkonzentration im Gradienten korreliert, wenn VTL1-His oder VTL2-His heterolog 
eprimierende ∆ccc1 Zellen verwendet wurden (Abb. 18b), spricht dafür, dass VTL1, VTL2 
und VTL5 den Eisentransport in die Vakuole katalysieren und so die zytoplasmatische 
Eisenkonzentration regulieren. Unterstützt wird diese Behauptung für VTL1 zusätzlich durch 
die Lokalisationsergebnisse von mCherry-VTL1 in Blattzellen von Arabidopsis und Tabak 
(Abb. 19, 20) und für VTL1 und VTL2 durch die Ergebnisse von GFP-VTL1 und GFP-VTL2 
in Zwiebelepidermiszellen (Gollhofer et al. 2014). In beiden Versuchen konnte für VTL1 eine 
eindeutige Lokalisation im Tonoplasten gezeigt werden. Das Signal war deckungsgleich mit 
dem Signal des jeweiligen Vakuolen-Markers. Das GFP-Signal von GFP-VTL2 ließ sich auch 
im Tonoplasten detektieren, zusätzlich fand man aber auch ein Signal in der Plasmamembran 
und im Zytosol. 
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4.3.2 Mögliche Lokalisation der Eisentransporter VTL3 und VTL4 an der 
Plasmamembran  
Für VTL3 und VTL4 heterolog exprimierende ∆ccc1 Zellen konnte gezeigt werden, dass sich 
die vakuoläre Eisenkonzentration nicht von den Kontrollzellen unterscheidet (Abb. 18a), 
trotzdem liegt ein Komplementationseffekt der ∆ccc1 Mutante vor (Abb. 15), was annehmen 
lässt, dass sie in einer anderen Art und Weise die Eisenkonzentration im Zytosol senken 
können. Naheliegend ist, dass sie entweder das Eisen in ein anderes Zellkompartiment oder 
gänzlich aus der Zelle heraus transportieren.  
Die Messung der Gesamteisenkonzentration von VTL3 und VTL4 heterolog exprimierenden 
∆ccc1 Zellen, zeigte, dass die Zellen einen geringeren Eisengehalt aufweisen als die 
Kontrollzellen (Abb. 23 und 24). Daraus kann man die Vermutung aufstellen, dass VTL3 und 
VTL4 an der Plasmamembran lokalisiert sind und Eisen aus der Zelle exportieren. Diese 
Ergebnisse werden unterstützt durch die Lokalisationsergebnisse von mCherry-VTL4, 
angefertigt von Weiqiong Li in ihrer Masterarbeit (innerhalb der Arbeitsgruppe). Für 
mCherry-VTL4 konnte eine Lokalisation in der Plasmamembran in transient transformierten 
Zellen von Tabakblättern gezeigt werden. Das mCherry-Signal ist deckungsgleich mit dem 
YFP-Signal des Plasmamembranmarkers und trennbar von dem YFP-Signal des Tonoplast-
Markers (Abb. 21, 22). Denkbar erscheint ein Eisenexport entlang der Transportwege des 
Eisens innerhalb der Pflanze. Also z.B. aus den Rhizodermiszellen über Parenchym- und 
Xylemparenchymzellen zum Xylem ähnlich der Funktionsweise von FPN1. FPN1 wird im 
Perizykel exprimiert und transportiert Eisen und Cobalt aus dem Perizykel ins Xylem 
(Morrissey et al. 2009). Diese Vermutung könnte auch eine Erklärungsgrundlage für die 
Komplementation der nramp3/nramp4 Mutante durch VTL3 und VTL4 liefern. Wenn VTL3 
und VTL4, analog zu FPN1, Eisen ins Xylem transportieren und dabei eventuell bevorzugt im 
Embryo bzw. Keimling aktiv sind, ist es vorstellbar, dass ein verstärkter (bis jetzt nicht 
detektierbarer) Transport in die Leitgewebe für eine bessere Eisenversorgung der Keimwurzel 
und Keimblätter sorgt und so die Komplementation erreicht wird. Um jedoch die Idee, dass 
VTL3 und VTL4 Plasmamembran lokalisierte Eisen-Efflux-Carrier sind, zu untermauern, 
müssen noch mehr Ergebnisse erbracht werden. Die Lokalisation von VTL3 in Pflanzenzellen 
wäre ein erster Schritt, ebenso wie die zellspezifische Expression von VTL3 und VTL4 in 
Pflanzen. Aussagekräftig wäre auch der Nachweis der Transportaktivität der rekombinanten 
Proteine in vivo, z.B. durch Komplementation der nramp3/nramp4 und vit1-1 Mutante.  
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4.4 Untersuchung der gewebespezifischen Expression der VTL Gene 
Eine mögliche Ursache für das Vorhandensein von mehreren Transportern mit 
augenscheinlich gleicher Funktion kann darin liegen, dass die Transporter in verschiedenen 
Geweben, verschiedenen Entwicklungsstadien und/oder unter verschiedenen 
Anzuchtbedingungen aktiv sind. 
4.4.1 Gewebespezifische Expressionsanalyse mittel Promotor-GUS Fusionskonstrukten  
Die Promotoraktivität von VTL1 und VTL5 wurde mittels Promotor-GUS Fusions-
Konstrukten in transgenen Arabidopsis-Pflanzen untersucht. Unter der Kontrolle des VTL1 
Promotors konnte ein GUS-Signal entlang des Gefäßleitsystems im gesamten Keimling und 
Filament, wie auch im Embryo und in den Samen gezeigt werden (Abb. 10). Dieses Ergebnis 
entspricht den Expressionsanalysen, die man von Fusionskonstrukten mit dem Promotor von 
VIT1 erhalten hat (Kim et al. 2006 b). Dagegen war das GUS-Signal unter der Kontrolle des 
VTL5 Promotors im Keimling zwar deutlich entlang des Gefäßleitsystems, aber nur in der 
Wurzel detektierbar. In den Samenanlagen konnte kein Signal und im Embryo nur ein sehr 
schwaches Signal gefunden werden (Abb. 10a). Jedoch konnte eine GUS-Aktivität im 
Filament, dem Konnektiv und den Pollenkörnern von VTL5::GUS transgenen Pflanzen, 
nachgewiesen werden (Abb. 10b). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die einzelnen 
VTL Transporter wahrscheinlich in verschiedenen Geweben bevorzugt aktiv sind.  
4.4.2 Gewebespezifische Expression - Genevestigator Daten 
Eine erhöhte Expression von VTL1 und VTL5 in der Wurzel wurde schon von Rampey et al. 
2006 gezeigt. Aktuelle Genevestigator Daten (www.genevestigator.com; Zimmermann et al. 
2004) zeigen eine genauere Aufschlüsselung der gewebespezifischen Expression der VTL 
Gene. Für VTL1 wird eine erhöhte Expression allgemein im leitenden Gewebe (Stele), in 
Wurzelzellen und im Samen bzw. Embryo gezeigt, was die in dieser Arbeit erhalten GUS 
Daten unterstützt. Laut Genevestigator Daten kann die Expression in der Stele vorrangig im 
Xylem detektiert werden, womit sich erklären lässt, dass auch in anderen Xylem enthaltenden 
Pflanzenorganen (Blattstiel, Knoten, Keimwurzel) ein erhöhtes Signal nachgewiesen werden  
kann. Die stärkste Expression kann jedoch im Embryo und Samen gefunden werden (Abb. 
38). VTL2 wird dagegen bevorzugt allgemein im Spross und leitendem Gewebe (eher Phloem) 
exprimiert. VTL3 und VTL4 werden durchgehend eher schwach exprimiert. Für VTL3 kann 
eine leichte Expressionserhöhung in Blattzellen und im Embryonalgewebe detektiert werden. 
VTL4 wird dagegen nur im Suspensor exprimiert. Dies widerspricht den in dieser Arbeit 
erhaltenen Daten der semiquantitativen PCR, da hier eine durchgehende Expression sowohl in 
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den Wurzenl von adulten Pflanzen, als auch im Keimling gezeigt werden konnte. Da die 
zugrunde liegende Probenanzahl der Genevestigator Daten, mit zwei Pflanzen, sehr gering ist, 
wird dieses Ergebnis in dieser Arbeit nicht weiter interpretiert. Für VTL5 wird, 
übereinstimmend mit den GUS Daten aus dieser Arbeit, vorwiegend eine Expression in der 
Wurzel (Keimwurzel, Primärwurzel, Lateralwurzeln) detektiert. Die GUS Expression im 
Filament und den Pollenkörnern lässt sich durch die Genevestigator Daten jedoch nicht 
bestätigen (Abb. 38). Insgesamt muss bei der Nutzung der Genevestigator Daten aber bedacht 
werden, dass die Abhängigkeit der Expression von der circadianen Uhr bei der Auswertung 
nicht berücksichtigt wurde. Trotzdem unterstützen im Großen die Genevestigator Daten die 
Vermutung, dass die VTL Gene ähnliche Funktionen in unterschiedlichen Geweben 
übernehmen. Die Tatsache, dass VIT1 hauptsächlich im Embryo aktiv ist (Abb. 37; Kim et al. 
2006 b), stützt die Annahme, dass weitere Transporter vorhanden sein müssen.  
 
Abbildung 37: Entwicklungsstadium abhängige Expression von VIT1. VIT1 wird bevorzugt in den Samenanlagen bzw. 
dem Embryo exprimiert. Daten erhalten von Genevestigator (www.genevestigator.com). 
 




Abbildung 38: Genevestigator Daten. Gewebespezifische Expression der VTL Gene. 
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4.5 Substratspezifität der VTL Transporter 
Für viele Kationen Transporter aus Pflanzen und Hefen ist es bekannt, dass sie nicht nur den 
Transport von einem, sondern von mehreren Ionen katalysieren können. Zum Beispiel ist die 
Substratspezifität von IRT1 relativ gering, obwohl seine Aktivität essentiell ist für die 
Eisenaufnahme der Pflanze. Bei Abwesenheit von Eisen oder Überschuss von anderen 
Kationen katalysiert er auch den Transport von Zink, Mangan und Cadmium (Cohen et al. 
1998; Vert et al. 2002). Als Folge kommt es unter Eisenmangel zu einer Akkumulation von 
Zink in der Wurzel (Vert et al. 2002; Sinclair & Krämer, 2012). Auch für AtVIT1 und die 
Orthologe aus anderen Spezies wurde neben Eisen eine Transportaktivität für Zink und 
Mangan gezeigt. OsVIT1 und OsVIT2 sind in der Lage, die ∆ccc1 und ∆zrc1 Hefemutante zu 
komplementieren. Ihre heterologe Expression innerhalb der ∆ccc1 Mutante erhöht die 
vakuoläre Eisen- und Mangankonzentration, ebenso wie die Zinkkonzentration in der ∆zrc1 
Mutante. OsVIT1 und OsVIT2 werden hauptsächlich im Fahnenblatt und Schaft exprimiert. 
Die T-DNA Mutanten (osvit1-1 und osvit2-1) zeigen folglich eine verminderte Eisen und 
Zinkkonzentration im Fahnenblatt, jedoch keine Veränderung in der Mangankonzentration. Es 
konnte gezeigt werden, dass OsVIT1 und OsVIT2 die Verteilung von Eisen und Zink 
zwischen den Source- und Sink-Geweben regulieren, wobei interessanterweise nur OsVIT2 
über die Eisenkonzentration reguliert wird (Zhang et al. 2012). AtVIT1 und CCC1p 
transportieren neben Eisen auch Mangan in die Vakuole. Der knockout von CCC1 führt zu 
einer reduzierten Konzentration von Eisen und Mangan in der Vakuole und zu einer 
Hypersensitivität gegenüber einer erhöhten Eisenkonzentration im Medium (Li et al. 2001). 
Die Überexpression von VIT1 in der ∆ccc1 Mutante komplementiert den Phänotyp und 
erhöht signifikant die Eisen- und Mangankonzentration in der Vakuole (Kim et al. 2006 b). 
Auch für Nramp3 und Nramp4 konnte eine Mangan-Transport-Aktivität gezeigt werden, ihre 
Expression wird jedoch ausschließlich von dem Eisenstatus bestimmt. Es wird vermutet, dass 
sie möglicherweise eine Funktion bei dem Transport von Mangan von der Vakuole zu den 
Plastiden in Mesophyllzellen haben (Lanquar et al. 2010). Außerdem wurden in Arabidopsis 
fünf Zink Transporter gefunden, deren Expression eisenabhängig reguliert ist. Vier dieser 
Vertreter transportieren Zink in die Vakuole und sind unter Eisenmangel induziert. Der fünfte 
Vertreter, AtZIP3, wurde als Zink Transporter, lokalisiert in der Plasmamembran, 
identifiziert. Seine Expression ist unter Eisenmangel reprimiert (Schmidt & Buckhout, 2011). 
Auch ist bekannt, dass der Zink Transporter MTAP2 über den Eisenstatus und nicht über die 
Zinkkonzentration reguliert wird (Yang et al. 2010). Von daher liegt die Vermutung nahe, 
dass auch die VTL Transporter neben Eisen andere zweiwertige Metallionen transportieren. 
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Anhand der Ergebnisse dieser Arbeit, kann eine Funktion der VTLs im Transport von Zink 
und Mangan nicht ausgeschlossen werden, jedoch scheint sie eher eine sekundäre Rolle zu 
spielen und der Transport von Eisen, zumindest für VTL1, 2 und 5, die Hauptaufgabe 
darzustellen. Zwar konnte für VTL1, 2 und 5 eine signifikante Abnahme der Expression unter 
Zinkmangel gezeigt werden (Abb. 14). Trotzdem ist keines der VTL Gene in der Lage, die 
∆zrc1 Hefemutante zu komplementieren (Abb. 16). Unter Manganmangel kommt es in 
Pflanzen zu einer signifikanten Erhöhung der Expression von VTL1 (Abb. 14). Außerdem ist 
VTL1 in der Lage, den Mutanten-Phänotyp der ∆pmr1 und ∆smf1 Hefemutanten  schwach zu 
komplementieren (Abb. 17). SMF1p ist ein an der Plasmamembran lokalisierter Transporter, 
der essentiell ist für Manganaufnahme in die Zellen (Supek et al. 1996). Die Aktivität von 
SMF1p wird stark von der externen Mangankonzentration reguliert (Liu & Culotta, 1999b; 
Liu & Culotta, 1999a; Supek et al. 1996; West et al. 1992). Wobei ein Überschuss an Mangan 
nach einer kurzen Toleranzphase in der die Expression von SMF1p verringert wird, zu einer 
Verschiebung der Lokalisation von der Plasmamembran zur Vakuole führt, wo SMF1p dann 
degradiert wird (Eguez et al. 2004; Liu & Culotta, 1999a). Der eigentliche Import von 
Mangan aus dem Zytosol in die Vakuole erfolgt durch CCC1p, der so gleichzeitig eine 
Speicherung und Entgiftung ermöglicht (Li et al. 2001; Lapinskas et al. 1996). Die ∆smf1 
Mutante ist nicht fähig auf Mangan-Mangelmedium (Zusatz von > 0,5 mM EGTA) zu 
wachsen. Pmr1p (auch als BSD1 bekannt) ist eine am Golgi Apparat lokalisierte P-Typ 
ATPase die Ca2+ und Mn2+ Ionen in den Golgi transportiert (Lapinskas et al. 1995; Antebi & 
Fink, 1992; Rudolph et al. 1989). Die knockout Mutante ∆pmr1 akkumuliert intrazellulares 
Mangan und Kupfer und ist hypersensitiv gegenüber erhöhten Mangankonzentrationen 
(> 0,7 mM) (Lapinskas et al. 1995).  
Obwohl die Hintergründe der einzelnen Komplementation in dieser Arbeit nicht aufgeklärt 
wurden, lassen die Ergebnisse vermuten, dass VTL1, ebenso wie VIT1 (Kim et al. 2006 b), 
Mangan transportieren kann. 
4.6 Regulation der VTL Transporter 
4.6.1 Transkriptionelle Regulation der Expression der VTL Gene 
Im Gegensatz zu VIT1 dessen Expression nicht vom Eisenstatus beeinflusst wird, wird die 
Expression der VTL Gene, wie gezeigt, u.a. von der Eisenkonzentration reguliert, wobei ein 
erhöhter Eisengehalt eine verstärkte Expression hervorruft (Abb. 8). Im Unterschied zu 
anderen bekannten Eisentransportern, werden die VTLs nicht von dem Transkriptionsfaktor 
FIT reguliert. Stattdessen konnte eine Regulation für VTL1, 2 und 5 durch ILR3 gezeigt 
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werden (Colangelo & Guerinot, 2004; Rampey et al. 2006). ILR3 ist ein basic-Helix-Loop-
Helix Leucin Zipper Protein (bHLH105), welches in allen Geweben und Entwicklungsstadien 
exprimiert wird (Rampey et al. 2006). Noch ist unklar, in welcher Weise ILR3 die Expression 
der VTLs beeinflusst. Es wurde jedoch gezeigt, dass ILR3, ebenso wie die 
Transkriptionsfaktoren bHLH104 und bHLH115, mit einem weiteren Transkriptionsfaktor 
POPEYE (bHLH047, PYE) und einem multifunktionellen Protein BRUTUS (BTS) 
wechselwirkt und dass die Expression aller fünf Gene unter Eisenmangel induziert ist. PYE 
induziert direkt Eisenmangelantwort Gene wie NAS4, ZIF1 und FRO3, wobei die Aktivität 
durch Heterodimerbildung mit ILR3 oder bHLH115 hervorgerufen wird. Zusammenfassend 
werden ILR3, bHLH115 und bHLH104 als Pye-likes (PYEL) bezeichnet (Selote et al. 2015; 
Long et al. 2010). BTS enthält mehrere verschiedene konservierte Domänen: eine putative E3 
Ligase Domäne (Ring Domäne), drei Hämerythrin Kationen Binde Motive und CHY-, und 
CTCHY-Zink-Finger. Über die Hämerythrin Domänen kann BTS direkt Eisen und Zink 
binden (Kobayashi et al. 2013), was die Stabilität des BTS Proteins herabsetzt. Über die Ring 
Domäne interagiert BTS ebenfalls mit den PYEL, aber nicht mit PYE und vermittelt deren 
Abbau durch 26S Proteasom Degradation (Selote et al. 2015; Rampey et al. 2006). Für BTS 
wurde auch gezeigt, dass es die Expression typischer Eisenmangelantwort Gene negativ 
reguliert, wodurch ein zellulärer Eisenüberschuss vermieden wird (Kobayashi & Nishizawa, 
2014). Kürzlichst wurde von Selote et al. folgendes zusammenfassendes Modell 
vorgeschlagen: Unter Eisenmangel akkumulieren BTS, PYE und PYEL in der Zelle. Durch 
Heterodimerbildung von PYE und PYEL wird die Expression typischer Eisenmangelantwort 
Gene erhöht, gleichzeitig sorgt BTS für einen 26S Proteasom vermittelten Abbau von PYEL 
und gewährleistet so eine hinreichende aber nicht überschüssige Eisenaufnahme, indem es die 
Expression der Eisenmangelantwort Gene hemmt. Unter ausreichender Eisenversorgung ist 
das Expressionslevel von BTS, PYE und PYEL sehr gering, zusätzlich kommt es durch 
Bindung von Eisen an die Hämerythryndomänen zur Proteolyse von BTS (Selote et al. 2015).    
Bezogen auf die VTL Gene konnte gezeigt werden, dass der knockout von PYE (pye-1) zum 
einen zur Erhöhung der Expression von VTL1, 2 und 5 und zum anderen zur Erhöhung der 
Eisenkonzentration in der Wurzel sowohl unter Eisen suffizienten, wie auch defizienten 
Bedingungen führt. Dies deutet zum einen darauf hin, dass PYE auch in den Erhalt der 
Eisenhomöostase unter Eisen suffizienten Bedingungen involviert ist, bzw. es auch unter 
Mangelbedingungen zum lokalen Überschuss durch verstärkten Transport kommen kann 
(Long et al. 2010). Zum anderen scheint PYE auch ein Faktor innerhalb der VTL Regulation 
zu sein. Weiterhin zeigte die gain of function ILR3 Mutante (ilr3-1) eine verminderte 
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Expression von VTL1, 2 und 5 und die ILR3 knockout Mutante (ilr3-2), zumindest für VTL2 
eine leichte Expressionserhöhung (Rampey et al. 2006). Dies lässt vermuten, dass die 
Wechselwirkung von ILR3 und PYE unter Eisenmangelbedingungen neben der Aktivierung 
der Eisenmangelantwort Gene u.a. auch die Expression der VTL Gene hemmt. Im 
Umkehrschluss ist dann unter Eisen suffizienten Bedingungen die Hemmung aufgehoben und 
es kommt zu einer Aktivierung der VTL Gene, die für den Transport des Eisens in die 
Vakuole und oder in ein anderes Kompartiment bzw. aus der Zelle heraus sorgen.  
4.6.2 Regulation der VTL Transporter untereinander- vtl Mutanten 
Insgesamt zeigen viele Studien, dass die Regulation der Eisenhomöostase und die Sensorik 
des aktuellen Eisenstatus innerhalb der Pflanze sehr komplex sind und dass nur das 
Zusammenwirken von vielen Faktoren die nötige Feinabstimmung ermöglicht, so dass das 
aufgeführte Modell der PYE-ILR3-BTS Regulation ein weiterer Baustein im Gesamtgefüge 
sein könnte. Nicht zuletzt besteht die Möglichkeit der Wechselwirkung der VTL Transporter 
untereinander, wodurch eine weitere Regulationsebene vorliegen kann. Einen Hinweis darauf 
geben die Expressionsdaten der vtl3 und vtl5 knockout Mutante. Insgesamt war die 
eisenabhängige Expression der VTL Gene nach 10 Tagen verschiedener Eisenfütterung in der 
vtl3 Mutante schwach ausgeprägt. Auch die deutliche Abnahme bei 0 µM Eisen von VTL1 
und 2 konnte verglichen mit dem Wildtyp in der vtl5 Mutante nicht detektiert werden 
(Abb. 32). Letzteres lässt vermuten, dass VTL5 unter langfristigem Eisenmangel die 
Expression von VTL1 und 2 in einer bisher unbekannten Weise beeinflusst. Die Ergebnisse 
der Kurzzeitantwort zeigten, dass VTL3 in der vtl5 Mutante stärker exprimiert war, bzw. VTL5 
in der vtl3 Mutante schwächer exprimiert war als im Wildtyp (Abb. 33). Daraus leitet sich 
eine verstärkende und kompensierende Funktion von VTL5 durch VTL3 in der schnellen 
Eisenantwort ab. Auch konnte eine Expressionszunahme von VTL4 unter Eisenüberschuss 
(120 µM) in allen Pflanzen gezeigt werden (Abb. 33). Da diese Konzentration jedoch nicht 
den physiologischen Bedingungen entspricht, ist die Relevanz dieses Ergebnisses fraglich. 
Die Untersuchung der Keimlinge zeigte überraschenderweise eine konstitutive und starke 
Expression von VTL5 im Wildtyp und der vtl3 Mutante, jedoch keine Veränderung von VTL3 
in der vtl5 Mutante gegenüber dem Wildtyp (Abb. 34). Übereinstimmend mit den 
vorhandenen Daten aus Genevestigator, deutet dies auf eine verstärkte Aktivität von VTL5 in 
Keimlingen und jungen Pflanzen hin (Abb. 39). Durchgängig, wurde in allen 
Expressionsanalysen der  vtl3 Mutante eine verringerte Expression von VTL2, verglichen mit 
dem Wildtyp, detektiert (Abb. 32, 33 und 34). Dies ist der deutlichste Beweis dafür, dass eine 
Wechselwirkung der VTL Proteine untereinander vorliegt. 




Abbildung 39: Entwicklungsstadium abhängige Expression von VTL5. VTL5 wird bevorzugt in den Keimlingen und 
jungen Pflanzen exprimiert. Daten erhalten von Genevestigator (www.Genevestigator.com). 
 
4.6.3 „VTL1 knockout Mutante“ 
Für weiterführende Analysen wäre auch die Charakterisierung einer VTL1 T-DNA knockout 
Mutante von Relevanz.  Diese ist allerdings nicht verfügbar und konnte im Rahmen dieser 
Arbeit, trotz verschiedener Bemühungen, nicht hergestellt werden. Allerdings deuten 
Zwischenergebnisse daraufhin, dass ein knockout von VTL1 embryoletal wirkt (Abb. 36), was 
das Nicht-Vorhandensein dieser Mutante erklären würde. Dass in den Genevestigator Daten 
für VTL1 eine bevorzugte Expression im Embryo gezeigt wird, unterstützt diese Vermutung. 
Die genaue Wirkung von VTL1 im Embryo ist nicht bekannt. Bedenkt man jedoch, dass auch 
VIT1 vorwiegend im Embryo exprimiert wird und die vit1-1 Mutante unter 
Eisenmangelbedingungen ein stark gemindertes Wachstum der Keimlinge zeigt (Kim et al. 
2006 b), scheinen beide Transporter nicht redundante, sehr spezielle Funktionen zu erfüllen, 
die entscheidend sind für die Samenbildung und Embryoentwicklung. 
4.7 Modell 
Zusammenfassend kann man anhand der Ergebnisse dieser Arbeit folgendes Modell 
aufstellen: Bei der kleinen Familie der VTL Gene aus Arabidopsis thaliana handelt es sich 
vermutlich um Metalltransporter, vorzugsweise Eisentransporter. Für VTL1, 2 und 5 wird 
eine Lokalisation an der Vakuolenmembran und der damit verbundene Transport von Eisen 
aus dem Zytosol in die Vakuole vorgeschlagen. Für VTL3 und VTL4 wird eine Lokalisation 
an der Plasmamembran und ein damit verbundener Transport von Eisen aus der Zelle 
vermutet (Abb. 40 a). Dabei kann der Transport von anderen zweiwertigen Metallionen wie 
z.B. Zink und Mangan nicht ausgeschlossen werden. Dass es neben VIT1 und FPN2 noch 
weitere vakuoläre Eisentransporter gibt, ist sehr wahrscheinlich, da Ähnliches auch für andere 
Metall Transporter bekannt ist. So gibt es in Arabidopsis alleine vier vakuoläre Zink 
Transporter (Schmidt & Buckhout, 2011; Kobae, 2004). Auch für Mangan konnte gezeigt 
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werden, dass es über mehrere Transporter (z.B. VIT1, YSL4 und 6) sequestriert wird (Conte 
et al. 2013; Kim et al. 2006 b). Für den Eisentransport aus der Vakuole sind zwei Transporter 
(Nramp3 und Nramp4) bekannt. Da für VIT1 und FPN2 eine stark gewebespezifisch 
gebundene Expression gezeigt wurde (Schaaf et al. 2006; Kim et al. 2006 b), ist es gut 
möglich, dass die VTL Transporter die gleiche Funktion in anderen Geweben übernehmen. 
Basierend auf den Genevestigator Daten (Abb. 38) und den Ergebnissen aus den Promotor-
GUS Experimenten (Abb. 10) wird für VTL1 eine bevorzugte Expression in den leitenden 
Geweben mit einer Präferenz zum Xylem vorgeschlagen, wobei eindeutige Signale in der 
Wurzel detektiert werden konnten. Außerdem scheint VTL1, wie VIT1, stark im Samen 
exprimiert zu werden. VTL5 wird, wie FPN2, stark in der Wurzel exprimiert, jedoch nicht in 
den Epidermiszellen, sondern im vaskulären System. Für VTL2, 3 und 4 können nur die 
Genevestigator Daten herangezogen werden. Anhand derer wird für VTL2 und VTL3 eine 
Lokalisation im Spross vorgeschlagen (Abb. 40 b). Für VTL4 konnten innerhalb dieser 
Arbeit, bezüglich der organspezifischen Lokalisation keine Daten gewonnen werden. 
Insgesamt konnte aber für alle VTLs eine eindeutige Eisentransportfähigkeit durch die 
Komplementation der ∆ccc1, vit1-1 und nramp3/4 Mutante und den veränderten Eisengehalt 
in heterolog VTL exprimierenden ∆ccc1 Zellen/ Vakuolen, gezeigt werden. 




Abbildung 40: Modell über die Wirkungsweise der VTL Transporter. a) Zelluläre Lokalisation: bekannte Eisenimporter 
(blau), bekannte Eisenexporter (rot), VTL1, 2 und 5 sind vakuoläre Eisenimporter (schwarz), VTL3 und 4 unbewiesene 
Lokalisation an der Plasmamembran (grau). b) Organspezifische Expression der VTL Gene (ohne VTL4), der vakuolären 
Eisentransporter VIT1 und FPN2 und dem Plasmamembran lokalisierten Eisenexporter FPN1. 
4.8 Ausblick  
4.8.1 Relevanz der identifizierten Genfamilie 
Schon viele vorherige Ergebnisse haben gezeigt, wie komplex die Regulation der 
Eisenhomöostase ist. Um das Gleichgewicht zwischen Bedarf und Toxitiät durch Überschuss 
zu halten, bedarf es der genauen Abstimmung zwischen Aufnahme, inter- und intrazellularem 
Transport und Speicherung. Dabei konnte für verschiedene Faktoren (z.B. PYE) gezeigt 
werden, dass sie sowohl unter Eisen suffizienten wie auch Eisenmangelbedingungen aktiv 
sind und entsprechend agieren, was ansatzweise die Komplexität des Eisenhaushaltes 
innerhalb der Pflanze verdeutlicht. Die VTL Gene stellen einen weiteren Baustein innerhalb 
des Eisenhaushaltes dar. Sie kodieren alle für putative Eisentransporter, von denen für VTL1 
und VTL2 eine Lokalisation an der Vakuolenmembran nachgewisen werden konnte. Die 
Tatsache, dass die Überexpression von VTL1, 2 und 5 in der nramp3/nramp4 Doppelmutante 
eine Erhöhung der Eisenkonzentration im Samen hervorruft, könnte agrarökologische und 
wirtschaftliche Relevanz besitzen. Wenn das Eisen in einer nutzbaren Form vorliegt, führt 
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dies zur Ertragssteigerung der Pflanzen, außerdem könnte dadurch zum einen besseres 
Saatgut für die kommenden Generationen erzeugt werden und zum anderen, bei 
entsprechender Züchtung von Kulturpflanzen, ein beträchtlicher Gewinn in der 
Eisenversorgung der Sekundärkonsumenten errungen werden. 
4.8.2 Fortführende Untersuchungen 
Um die Funktionen und Lokalisation der VTL Gene vollständig aufzuklären, müssen noch 
zahlreiche Experimente erfolgen. In einem ersten Schritt würde die Untersuchung der 
Expression in vivo mittels GFP oder mCherry markierter VTL Gene die Aufklärung der 
zellspezifischen Lokalisation ermöglichen. Weiterhin bietet die Vermutung, dass ein knockout 
von VTL1 embryoletal zu wirken scheint, einen interessanten Ausgangspunkt. Hier wäre das 
Erzeugen von induzierbaren RNAi Konstrukten erstrebenswert. Eine potentielle  
Wechselwirkung der VTLs untereinander könnte mittels Hefe-zwei-Hybrid System oder 
pulldown-assays untersucht werden. Die Untersuchung der Expressionsmuster der VTLs im 
vit1-1 Hintergrund könnte ebenfalls einen Hinweis auf eine mögliche Wechselwirkung geben. 
Nicht zuletzt muss die Erhöhung der Eisenkonzentraion in Samen durch Überexpression der 
VTL Gene, auf eine verlässliche Reproduzierbarkeit und Übertragbarkeit in Kulturpflanzen 
hin untersucht bzw. die daraus erhoffte, entstehende Nutzbarkeit überprüft werden. 
Summa summarum bietet das Feld der VTL Gene noch einige Möglichkeiten für zukünftige 
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M  E  S  H  N  V  S  N  S  L  N  L  D  M  E  M  D  Q  E  K  A  F  D  Y  S 
AAAAGAGCTCAATGGCTAAGAGCCGCCGTGCTTGGTGCCAACGACGGTCTTGTCTCGACGGCTTCACTTATGATG  
K  R  A  Q  W  L  R  A  A  V  L  G  A  N  D  G  L  V  S  T  A  S  L  M  M   
GGTGTCGGTGCGGTAAAGCAAGACGTCAAAGTCATGATCTTATCTGGTTTCGCCGGTTTGGTCGCCGGAGCTTGT  
G  V  G  A  V  K  Q  D  V  K  V  M  I  L  S  G  F  A  G  L  V  A  G  A  C   
AGCATGGCTATCGGAGAGTTTGTCTCCGTTTACTCTCAGTACGACATCGAGGTGGCTCAAATGAAGAGAGAGAAC  
 S  M  A  I  G  E  F  V  S  V  Y  S  Q  Y  D  I  E  V  A  Q  M  K  R  E  N 
GGAGGACAAGTGGAGAAAGAGAAGCTTCCGAGTCCCATGCAAGCGGCTGCCGCGTCTGCGTTAGCGTTTTCTTTG 
G  G  Q  V  E  K  E  K  L  P  S  P  M  Q  A  A  A  A  S  A  L  A  F  S  L 
GGTGCGATTGTGCCTTTAATGGCGGCTGCGTTTGTGAAAGACTATCACGTGAGAATAGGAGCGATCGTGGCGGCG  
G  A  I  V  P  L  M  A  A  A  F  V  K  D  Y  H  V  R  I  G  A  I  V  A  A   
GTGACATTGGCGTTAGTGATGTTTGGGTGGTTAGGAGCGGTTTTGGGGAAAGCACCGGTGTTTAAGTCGTCGGCT 
V  T  L  A  L  V  M  F  G  W  L  G  A  V  L  G  K  A  P  V  F  K  S  S  A  
AGGGTTTTGATTGGAGGATGGTTAGCTATGGCCGTTACTTTTGGTTTGACAAAACTGATTGGGACACATAGTCTG 





M  D  Q  S  G  S  N  T  N  M  D  I  E  K  E  S  T  T  F  D  Y  S  K  R  S 
CAATGGCTACGTGCGGCCGTGCTCGGAGCCAACGATGGTCTAGTCTCCACCGCGTCGTTGATGATGGGAGTTGGA 
Q  W  L  R  A  A  V  L  G   A  N  D  G  L  V  S  T  A  S  L  M  M  G  V  G 
GCTGTGAAGCATGACGTCAAGGCAATGATTCTCTCCGGATTCGCAGGGATGGTGGCAGGAGCTTGTAGTATGGCC 
A  V  K  H  D  V  K  A  M  I  L  S  G  F  A  G  M  V  A  G  A  C  S  M  A   
ATAGGAGAGTTCGTCTCAGTTTACTCTCAGTACGATATAGAGGTGGCTCAGATGGAGAGAGACAGTGTGGAGATA 
I  G  E  F  V  S  V  Y  S  Q  Y  D  I  E  V  A  Q  M  E  R  D  S  V  E  I  
GAGAAAGAGAAGCTTCCTAGTCCGATGCAAGCCGCGGCTGCGTCTGCCCTTGCGTTTTCCGCAGGTGCGATTGTA 
E  K  E  K  L  P  S  P  M  Q  A  A  A  A  S  A  L  A  F  S  A  G  A  I  V 
CCGCTTTTGGCTGCTGCTTTTGTGAAAGAGTATAAGATGAGGATCATTTCGGTTGTGGTGGCGGTTACGGTAGCT 
P  L  L  A  A  A  F  V  K  E  Y  K  M  R  I  I  S  V  V  V  A  V  T  V  A   
CTTATGGTTTTCGGATGGTTAGGAGCAGCGCTAGGGAAGGCACCAGCGGTTAGGTCATCGGCTAGGGTTTTGTTT 
L  M  V  F  G  W  L  G  A  A  L  G  K  A  P  A  V  R  S  S  A  R  V  L  F   
GGAGGTTGGTTAGCTATGGCGGTTACGTTTGGCTTGACTAAGCTTATTGGGTTATATGGATTGTGA 
G  G  W  L  A  M  A  V  T   F  G  L  T  K  L  I  G  L  Y  G  L  * 
Abbildung A1: Nukleotidsequenz der kodierenden Region von VTL1 und die daraus abgeleitete Aminosäuresequenz im 
Einbuchstabencode. Das Stoppcodon ist durch ein Sternchen markiert.  
Abbildung A2: Nukleotidsequenz der kodierenden Region von VTL2 und die daraus abgeleitete Aminosäuresequenz im 
Einbuchstabencode. Das Stoppcodon ist durch ein Sternchen markiert.  















M  E  S  N  N  N  N  L  N  L  D  M  E  K  D  Q  E  T  T  F  D  Y  S  K  R 
GCTCAATGGCTACGAGCCGCCGTGCTAGGTGCCAACGATGGTCTTGTCTCAACGGCTTCACTTATGATGGGTATT 
A  Q  W  L  R  A  A  V  L  G  A  N  D  G  L  V  S  T  A  S  L  M  M  G  I 
GGTGCGGTGAAGCAAGACGTCAGAATCATGCTCTTAACCGGTTTTGCCGGTTTAGTGGCCGGAGCTTGTAGCATG 
G  A  V  K  Q  D  V  R  I  M  L  L  T  G  F  A  G  L  V  A  G  A  C  S  M 
GCGATCGGAGAGTTTATCTCCGTTTACTCTCAGTACGACATAGAGGTGGCTCAGATGAAGAGAGAGAGCGGAGGG 
A  I  G  E  F  I  S  V  Y  S  Q  Y  D  I  E  V  A  Q  M  K  R  E  S  G  G 
GAGACAAAGAAAGAGAAGCTTCCAAGTCCAACGCAAGCGGCTATCGCGTCTGCATTAGCATTTACTCTAGGAGCG 
E  T  K  K  E  K  L  P  S  P  T  Q  A  A  I  A  S  A  L  A  F  T  L  G  A   
ATTGTGCCGCTATTGGCGGCTGCGTTTGTGAAAGAGTATAAAGTTAGGATTGGAGTGATTGTGGCGGCGGTTACA 
I  V  P  L  L  A  A  A  F  V  K  E  Y  K  V  R  I  G  V  I  V  A  A  V  T   
TTGGCGTTAGTGATGTTTGGATGGTTAGGGGCGGTTTTGGGAAAAGCACCAGTGGTTAAGTCGTTGGTTCGGGTT 
L  A  L  V  M  F  G  W  L  G  A  V  L  G  K  A  P  V  V  K  S  L  V  R  V   
TTGATTGGAGGATGGTTAGCTATGGCCATTACGTTTGGTTTTACAAAACTCGTTGGGTCACATGGTCTTTGA 
L  I  G  G  W  L  A  M  A  I  T  F  G  F  T  K  L  V  G  S  H  G  L  * 
VTL3 (At3g43630) 
ATGGAATCTCACAACACCTTGAACCTAGACATGGAGAAAGATCAAGAAAAGGCTTTTGACTACTCCAAACGAGCT 
M  E  S  H  N  T  L  N  L  D  M  E  K  D  Q  E  K  A  F  D  Y  S  K  R  A 
CAATGGCTAAGAGCCGCTGTGCTTGGTGCCAACGACGGTCTTGTCTCGACGGCTTCACTTATGATGGGTGTTGGT  
Q  W  L  R  A  A  V  L  G  A  N  D  G  L  V  S  T  A  S  L  M  M  G  V  G   
GCGGTCAAGCAAAACGTCAAGATCATGATCTTAACTGGTTTTGCCGGTTTAGTGGCCGGAGCTTGTAGCATGGCG  
A  V  K  Q  N  V  K  I  M  I  L  T  G  F  A  G  L  V  A  G  A  C  S  M  A 
ATTGGAGAGTTTGTCTCTGTTTACTCTCAATATGACATAGAGGTAGCTCAGATGAAGAGAGAGACCGGAGGAGAG 
I  G  E  F  V  S  V  Y  S  Q  Y  D  I  E  V  A  Q  M  K  R  E  T  G  G  E 
ATTGAGAAAGAGAAGCTTCCAAGTCCAACACAAGCGGCTGCAGCATCTGCGTTAGCGTTTTCTCTTGGGGCGATG 
I  E  K  E  K  L  P  S  P  T  Q  A  A  A  A  S  A  L  A  F  S  L  G  A  M 
GTGCCGTTATTGGCGGCAGCGTTTGTGAAAGAGTATAAAGTGAGGATTGGTGCAATAGTGGCAGCGGTTACGTTG  
V  P  L  L  A  A  A  F  V  K  E  Y  K  V  R  I  G  A  I  V  A  A  V  T  L 
GCGTTGGTGATGTTTGGATGGTTAGGGGCGGTTTTGGGGAAAGCACCAGTGGTTAAGTCGTCGCTTAGGGTTTTG 
A  L  V  M  F  G  W  L  G  A  V  L  G  K  A  P  V  V  K  S  S  L  R  V  L   
GTTGGAGGATGGTTAGCTATGGCCATTACGTATGGTTTTACAAAACTCATTGGGTCACATAGTCATATGTATGTG 
V  G  G  W  L  A  M  A  I  T  Y  G  F  T  K  L  I  G  S  H  S  H  M  Y  V 
TGA  
 * 
Abbildung A3: Nukleotidsequenz der kodierenden Region von VTL3 und die daraus abgeleitete Aminosäuresequenz im 
Einbuchstabencode. Das Stoppcodon ist durch ein Sternchen markiert.  
Abbildung A4: Nukleotidsequenz der kodierenden Region von VTL4 und die daraus abgeleitete Aminosäuresequenz im 
Einbuchstabencode. Das Stoppcodon ist durch ein Sternchen markiert.  











Abbildung A6: Komplementation der ∆ccc1 Hefemutante mit His-tag markierten VTL1 und VTL2 Genen. Der 
Wildtyp und die mit dem Leervektor pUE1 oder eines der VTL Gene transformierten Hefezellen wurden auf YPD Medium 







M  T  S  N  V  Q  L  S  E  T  N  S  P  R  N  Q  K  T  R  P  R  A  E  K  E   
GAAGTGGACTACATGCAGAGAGCTCAGTGGCTAAGAGCTGCCTTGCTTGGAGCCAACGATGGTCTGGTCACAGTC
E  V  D  Y  M  Q  R  A  Q  W  L  R  A  A  L  L  G  A  N  D  G  L  V  T  V  
GCTTCGCTAATGATGGGTGTTGGTTCTATCAAAGAAGACGTCAAAGCAATGCTTCTCGTTGGTTTTGCTGGCCTT
A  S  L  M  M  G  V  G  S  I  K  E  D  V  K  A  M  L  L  V  G  F  A  G  L  
GTTGCGGGTGCTTGTAGTATGGCTATTGGAGAGTTTGTGTCTGTGTGCACCCAAAGGGATATTGAAACTGCACAG
V  A  G  A  C  S  M  A  I  G  E  F  V  S  V  C  T  Q  R  D  I  E  T  A  Q  
ATGAAGAGAGCTATTGAACATAAGACATCACTATCAGCAATCGACGAACAAGAGGAGGAGGAGAAGAAAGAAAGG 
M  K  R  A  I  E  H  K  T  S  L  S  A  I  D  E  Q  E  E  E  E  K  K  E  R   
CTGCCAAATCCAGGGCAAGCAGCAATTGCATCGGCGTTAGCGTTTTCAGTGGGTGCAGCAATGCCGCTTCTGGGC
L  P  N  P  G  Q  A  A  I  A  S  A  L  A  F  S  V  G  A  A  M  P  L  L  G  
GCTGTATTCATAGAGAATCATAAGGTAAGAATGGTGGTGGTAGCGGTTGTGGCCACCATAGCATTGGTTGTGTTT
A  V  F  I  E  N  H  K  V  R  M  V  V  V  A  V  V  A  T  I  A  L  V  V  F  
GGAGTGACTGGTGCGGTCTTGGGAAAGACAAGTGTGGTTAAGTCGAGCGTCAGGGTGGTGATTGGTGGTTGGATG
G  V  T  G  A  V  L  G  K  T  S  V  V  K  S  S  V  R  V  V  I  G  G  W  M  
GCTATGGCTCTTACCTTTGGTCTCACCAAGTTCATTGGCTCTGCAGCCATGCAAATCTAG 
A  M  A  L  T  F  G  L  T  K  F  I  G  S  A  A  M  Q  I  *   
Abbildung A5: Nukleotidsequenz der kodierenden Region von VTL5 und die daraus abgeleitete Aminosäuresequenz im 
Einbuchstabencode. Das Stoppcodon ist durch ein Sternchen markiert.  




Abbildung A7: Saccharose-Dichte-Gradient zur Isolierung der Membranen aus der Hefe-Vakuolen Fraktion. Die 
Vakuolenfraktion wurde abgenommen und auf einen kontinuierlichen Saccharosegradienten (10 bis 60 %) aufgetragen und 
zentrifugiert (14 h, 25 000 rpm, Beckmann Rotor SW28, 4 °C). Der Gradient wurde in ein ml Fraktionen fraktioniert und die 
Aktivität der Markerenzyme für die Vakuole (bafilomycin- abhängige ATPase), die Plasmamembran (vanadat-abhängige 
ATPase) und das Endoplasmatische Retikulum (Cytochrom c Reduktase) nach Luster & Buckhout, 1989 gemessen (Luster & 
Buckhout, 1989). Die Aktivität der vanadat-abhängigen ATPase und der Cytochrom c Reduktase lag unterhalb der 
Nachweisgrenze.  




Abbildung A8: Eisenkonzentration in Arabidopsis Samen. Die Eisenkonzentration wurde in Wildtyp, vit1-1 Mutanten- 
und Mutantensamen transformiert mit dem Leervektor (GL1) oder einem der VTL Gene, gemessen. Es konnte kein 
signifikanter Unterschied detektiert werden. 
 
 
Abbildung A9: Untersuchung des Phänotyps der vtl T-DNA Mutanten. a) Vergleich von sechs Tage alten Keimlingen 
angezogen auf ES Medium mit 0 oder 120 µM Eisen. b) Vergleich von zwei Wochen alten Pflanzen, angezogen auf ES 
Medium mit 40 µM Eisen. 
 
 




Abbildung A10: Messung der Fe3+ Chelatreduktase (FRO2) in Wildtyp und VTL T-DNA Mutanten (vtl3 und vtl5) in 
Abhängigkeit von der Eisenernährung. Vier Wochen alte Arabidopsis Pflanzen wurden für 48 Stunden in Hydrokultur mit 
verschiedener Eisenkonzentration kultiviert.  
 
 
Abbildung A11: Messung der Eisenkonzentration in Spross und Wurzel der heterozygoten vtl2 und vtl4 T-DNA 
Mutante in Abhängigkeit von der Eisenernährung. Vier Wochen alte Arabidopsis Pflanzen wurden für 10 Tage in 
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